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 LISTA DE ABREVIATURAS EMPLEADAS 
 
ADCA: Ataxia cerebelosa autosómica dominante (Autosomal dominant 
cerebellar ataxia) 
ADN: Ácido desoxirribonucleico  
ADNc: Ácido desoxirribonucleico complementario 
AMS: Atrofia multisistema 
ATP: Adenosín triofosfato 
Array CGH: Hibridación genómica comparada (Comparative genomic 
hybridization) sobre array 
ARN: Ácido ribonucleico  
ARSACS: Ataxia espástica autosómica recesiva de Charlevoix-Saguenay 
bp: Pares de bases 
CK: Creatinina quinasa 
cM: Centi morgan 
CNV: Variaciones de número de copia (Copy number variations) 
dNTP: Trifosfato de desoxirribonucleótido  
DRPLA: Atrofia dentato-rubro-pálido-luisiana (Dentatorubral–pallidoluysian 
atrophy) 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 
ELA: Esclerosis lateral amiotrófica 
FRAXA : Síndrome de X frágil (Fragile X syndrome) 
FRAXE: Síndrome de X frágil con retraso mental asociado a FRAXE (Fragile X 
mental retardation associated with FRAXE site) 
FRDA: Ataxia de Friedreich (Friedreich's ataxia) 
 FXTAS: Síndrome de X frágil con temblor y ataxia (Fragile X tremor and ataxia 
síndrome) 
HDL2: Enfermedad de huntington tipo 2 (Huntington's-disease-like 2) 
Kb: Kilobase (1000 pares de bases) 
LCR: Líquido cefalorraquídeo  
LD: Desequilibrio de ligamiento (Linkage disequilibrium) 
M: Molar 
mΜ: Milimolar 
Mb: Megabase (1000 kb) 
MLPA: Amplificación múltiple de sondas dependientes de ligación (Multiplex 
ligation-dependent probe amplification)  
NGS: Secuenciación de última generación (Next generation sequencing) 
OMIM: Online mendelian inheritance in man 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction) 
PPi: Ion fosfato inorgánico  
SCA: Ataxia espinocerebelosa (Spinocerebellar ataxia) 
RED: Repeat expansion detection 
RLT: Tampón comercial de la casa Qiagen® para llevar a cabo la lisis celular 
durante la extracción de ARN, contiene guanidin thiocianato 
RM: Resonancia magnética 
RP-PCR: Repeat primed polymerase chain reaction 
SNP: Polimorfismo de único nucleótido (Single nucleotied polymorphism) 
STR: Short tandem repeat  
TM: Temperatura de melting 
VNTRs: Variable number of tandem repeats 




Aquellos términos técnicos que no han sido incorporados al diccionario de la 
RAE y que, o bien no tienen una traducción exacta al castellano, o bien esta no es 
de uso general, se mantuvieron en inglés, utilizando para ello la letra cursiva. 
primer: cebador, iniciador. 
array: arreglo, conjunto de elementos organizados, generalmente referido a un 
conjunto de numerosos marcadores o sondas que se analizan simultáneamente en 
un experimento. 
repeat: abreviatura de DNA tandem repeat; secuencia pequeña de ADN que se 
repite en tándem un número N de veces. 
 
Asimismo, en el presente manuscrito hemos redactado en cursiva ataxia de A 
Costa da Morte para referirnos al epónimo para así evitar confusión que podía 
generar en la redacción el hecho de que muchos - pero no todos - los pacientes 
proceden de esta zona de la provincia de A Coruña. Así: 
  "Todos los pacientes con ataxia de A Costa da Morte" = todos los pacientes 
que padecen esta enfermedad, con independencia de su lugar de origen. 
 "Todos los pacientes con ataxia de A Costa da Morte" = todos los pacientes de 
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1. INTRODUCCIÓN Y JUSTIFICACIÓN DEL TEMA 
 
En la Costa da Morte (Galicia, España) residen desde hace varios siglos diversas 
familias con pacientes afectados por una particular forma de degeneración 
espinocerebelosa, cuyos síntomas suelen comenzar  en la quinta década de la 
vida y progresan lentamente. El proceso de identificación de tales familias se 
inició en los años noventa del siglo pasado, al acudir a la consulta de Neurología 
del Complexo Hospitalario de Santiago de Compostela seis pacientes, 
pertenecientes a dos núcleos familiares independientes, uno residente en Muxía 
(A Coruña) y otro en Cabana de Bergantiños (A Coruña). Todos ellos prentaban 
un cuadro clínico de ataxia cerebelosa, acompañado de leves signos piramidales. 
Poco a poco se fue incrementando el número de pacientes atendidos con una 
sintomatología muy similar. Hasta el año 2005 habían sido descritos 28 nuevos 
loci de SCAs y sólo en 13 de ellos se había identificado la mutación responsable. 
En los inicios del presente siglo se llevó a cabo, en las mencionadas familias 
nucleares de A Costa da Morte, el análisis directo de SCA1-8, SCA12, SCA14, 
SCA17, DRPLA, y de la ataxia de Friedreich, sin encontrarse ninguna mutación. 
Además, el análisis de marcadores microsatélites (STRs) flanqueantes permitió 
descartar además SCA4, SCA5, SCA10, SCA11, SCA13, SCA15, SCA20 y 
SCA27. Ante la negatividad de estos estudios, la similitud del cuadro clínico de 
los pacientes y su procedencia de una zona geográfica bastante circunscrita en el 
noroeste gallego, consideramos la posibilidad de que se tratase de una nueva 
forma de SCA. Por lo tanto, era bastante probable que la ataxia de los pacientes 
originarios de esta zona costera de la provincia de La Coruña - perteneciente a la 
comarca de Bergantiños/Costa da Morte - fuese un nuevo tipo de SCA, al que los 
investigadores y clínicos de nuestro grupo comenzamos a referirnos como la 
ataxia de A Costa da Morte. Aunque el número de pacientes examinado hasta 
entonces por nuestro grupo era relativamente pequeño, permitían sospechar con 
bastante firmeza que se tratataba de una ataxia con herencia autosómica 
dominante. La transmisión intergeneracional, de cuyos datos disponíamos en el 
momento de arrancar el proyecto, insinuaba una posible anticipación, fenómeno 
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que es típico, aunque no exclusivo, de las mutaciones debidas a expansiones de 
regiones repetitivas del ADN. Además, los relatos de pacientes y familiares 
indicaban la probable existencia de más personas con la enfermedad en la zona. 
Todo lo anterior motivó la puesta en marcha de un proyecto de investigación 
clínica y genética en el que se enmarca la presente tesis doctoral y cuyos 
primeros pasos serían dirigidos a identificar el locus de la ataxia de A Costa da 
Morte. Los análisis de ligamiento, que durante las décadas pasadas fueron 
herramienta central en el descubrimiento de genes causantes de enfermedades 
mendelianas, ya casi no se utilizan en la actualidad desde el advenimiento de las 
tecnologías de ultrasecuenciación o NGS (Next Generation Sequencing) que 
permiten secuenciar directamente todos los genes en busca de la mutación 
causante de una enfermedad. La NGS comenzaba a estar disponible al inicio de 
este proyecto - el reclutamiento de los participantes tuvo lugar principalmente 
entre los años 2006 y 2009. Aunque esta metodología se empleó también durante 
este trabajo, tal como se describirá, la presente investigación comenzó con la 
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 
HIPÓTESIS 
Diversas familias gallegas, mayoritariamente de la zona de A Costa da Morte, 
presentan una forma de ataxia dominante (SCA) cuya mutación causal se 
encuentra en un gen no conocido previamente entre los asociados a SCAs. Estos 
pacientes, que proceden de una zona geográfica relativamente pequeña, presentan 
síntomas muy similares, lo que sugiere que la enfermedad puede tener su origen 
en un cromosoma ancestral fundador y eleva la probabilidad de lograr identificar 
la mutación causal con las metodologías genéticas actuales Probablemente se 
trata de una forma muy infrecuente de ataxia, incluso es posible que la ataxia de 
A Costa da Morte sea un subtipo genético de SCA que se encuentra 
exclusivamente en esta área de Galicia. Es plausible que la mutación de la ataxia 
de A Costa da Morte sea una expansión trinucleotídica. 
 
OBJETIVOS 
El objetivo principal del presente trabajo fue identificar la mutación responsable 
de una nueva forma de SCA observada en pacientes gallegos, completar la 
caracterización del cuadro clínico y genealógico y tratar de establecer la relación 
genotipo-fenotipo. Para ello se propusieron los siguientes objetivos específicos: 
1. Caracterización detallada del cuadro clínico y del modo de herencia de la 
ataxia de A Costa da Morte a través del estudio de familias afectadas. 
2. Identificación de la región cromosómica que contiene la mutación 
causante de la enfermedad.  
3. Estrechamiento de la región candidata con marcadores adicionales hasta 
definir la zona mínima compartida por los afectados.  
4. Identificación del gen de la ataxia de A Costa da Morte y la mutación 
responsable de la misma. 
5. Caracterización de la mutación, su frecuencia y la relación genotipo-fenotipo. 
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3. ANTECEDENTES Y REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 CONCEPTO DE ATAXIA. SÍNDROME CEREBELOSO 
La palabra ataxia deriva del prefijo a (sin, carente de…) y del vocablo griego 
τάξις (orden, colocación, organización…). En la práctica médica, la ataxia hace 
alusión a descoordinación al realizar movimientos voluntarios con las 
extremidades (ataxia apendicular) o al caminar y mantener la postura erecta 
(ataxia de línea media). 
La ataxia es el signo principal de la disfunción del cerebelo, un órgano impar 
situado en la fosa posterior craneal, que recibe distintas aferencias: a) sensitivas 
propioceptivas (cordones posteriores y haces epinocerebelosos de la médula 
espinal); b) vestibulares (pars vestibularis del octavo par craneal y sus núcleos 
del tronco cerebral); c) corticales (visuales y motoras). El cerebelo se divide 
funcionalmente en arquicerebelo o cerebelo vestibular (nódulo y flóculo), 
paleocerebelo (vermis cerebeloso), que interviene en el control de la postura y la 
marcha, y neocerebelo (hemisferios cerebelosos), encargado de la coordinación 
de las extremidades. Además de las aferencias señaladas que llegan al cerebelo 
por los pedúnculos cerebelosos inferiores y medios, de él parten vías eferentes 
que salen por los pedúnculos cerebelosos superiores, entre las que merece 
destacarse la via dento-rubro-tálamo-cortical, que es clave en el control motor. 
En base a lo anteriormente expuesto, podríamos hablar de ataxia sensitiva 
(disfunción de aferencias propioceptivas), ataxia vestibular y ataxia propiamente 
cerebelosa. 
Dismetría (retrasos y oscilaciones para alcanzar un objetivo), adiadococinesia 
(dificultad para realizar movimientos alternativos), disartria con palabra 
escandida (trastorno de la articulación del lenguaje con separación y acentuación 
de las sílabas), nistagmus, hipotonía, dificultad para mantener el tronco en 
posición vertical y marcha con base de sustentación ampliada y con dificultad o 
imposibilidad para realizar el tándem, conforman el espectro semiológico del 
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síndrome cerebeloso. De la importancia del cerebelo habla su número de 
neuronas, cercano al 50 % de todas las que contiene el encéfalo. 
 
 
Figura 1. Corte transversal del cerebro humano y sus diferentes partes (Henry Gray. 
Gray’s Anatomy. 1958). 
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Figura 2. Cerebelo y conexiones (Llanio et al., 2003). 
 
3.2  REVISIÓN HISTÓRICA 
La palabra ataxia aparece ya en los escritos de Hipócrates de Cos (460-370 a. c.) 
(Pryse-Phillips, 1995). Nikolaus Friedreich describió en 1863 el fenotipo de la 
ataxia de herencia recesiva que hoy lleva su nombre. En el año 1864, Duchenne 
du Boulogne denominó “ataxia locomotriz” al trastorno de la marcha producido 
por la tabes dorsalis. En 1893, Pierre Marie separó las ataxias hereditarias 
dominantes de la ataxia recesiva, descrita ya anteriormente por Friedreich. A lo 
largo de la primera mitad del siglo XX, Holmes, Déjérine, Greenfield y Thomas, 
entre otros autores, realizaron diversas aportaciones, que cristalizaron en la 
clasificación de las ataxias degenerativas, basada en criterios clínicos e 
histopatológicos, realizada por Greenfield en 1954: 1) atrofia cerebelosa 
esporádica (tipo Marie-Foix-Alajounine); 2) atrofia cerebelosa familiar (tipo 
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Holmes); 3) atrofia olivopontocerebelosa esporádica (tipo Déjérine-Thomas); 4) 
atrofia olivopontocerebelosa familiar (tipo Menzel); 5) atrofias espinocerebelosas 
(tipo Friedreich); 6) atrofia dentado-rúbrica (síndrome de Ramsay-Hunt). 
La clasificación de Greenfield se mantuvo vigente hasta 1980, año en que A. 
Harding (Harding, 1982) clasificó las ataxias de herencia autosómica dominante 
(ADCA) en tres grupos: ADCA I (síndrome cerebeloso plus, que puede 
acompañarse de oftalmoplejía, demencia, trastornos del movimiento, amiotrofia 
y neuritis óptica), ADCA II (síndrome cerebeloso asociado a degeneración 
retiniana) y ADCA III (síndrome cerebeloso puro). La clasificación de Harding 
conserva todavía una innegable utilidad clínica y es muy útil en la aproximación 
inicial ante un paciente con ataxia y patrón de herencia dominante. Después de 
1990, comienzan a identificarse los primeros loci cromosómicos de algunas 
ADCAS (Orr et al., 1993; Banfi et al., 1994) y este acrónimo da paso al de SCA 
(spinocerebellar ataxia), que se utiliza actualmente para designar a un grupo 
heterogéneo y cada vez más extenso de trastornos degenerativos, que tienen en 
común el incluir ataxia entre sus manifestaciones clínicas relevantes y heredarse 
siguiendo un patrón autosómico dominante.  
Una mención aparte merece la “degeneración olivopontecerebelosa”, término 
acuñado en 1900 por Déjérine y Thomas para designar los hallazgos 
anatomopatológicos de un paciente con ataxia progresiva de inicio a los 53 años, 
acompañada de disfunción de esfínteres, disfonía, hipertonía e hipomimia. Ya 
nueve años antes, Menzel había publicado un cuadro de ataxia acompañado de 
disfagia, disfonía y distonía, que afectó a varios miembros de dos generaciones 
de una familia (Menzel, 1891). A la luz de los conocimientos actuales, el cuadro 
descrito por Menzel sería una SCA situada dentro las ADCA I y el de Déjérine-
Thomas una atrofia multisistema  (AMS) (Berciano, 1982; Berciano et al., 2006). 
La AMS es considerada actualmente como una enfermedad degenerativa 
esporádica del sistema nervioso que combina disfunción autonómica, síndrome 
cerebeloso (AMSc) y/o síndrome parkinsoniano (AMSp) (Quinn, 1989; Gilman 
et al., 2008; Berciano et al., 2006). Podemos decir que la AMS es la síntesis de la 
antigua degeneración olivopontocerebelosa, de la degeneración estrionígrica y 
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del síndrome disautonómico de Shy-Drager; tal síntesis tiene su razón de ser en 
que todas estas entidades presentan inclusiones de alfa-sinucleina gliales y 
neuronales en el estudio histopatológico (Lantos, 1998).  
 
3.3  ETIOPATOGENIA DE LAS ATAXIAS 
Las clasificaciones históricas de las ataxias, basadas en la clínica, el patrón de 
herencia y la anatomía patológica, están dando paso a nuevas nosologías que se 
apoyan en los hallazgos de la biología molecular y las consiguientes alteraciones 
de los procesos biológicos. Aunque las caracterísiticas peculiares del cuadro 
clínico serán el que determinen la orientación del diagnóstico en la consulta, va 
ganando importancia en la clasificación de estos síndromes el conocimiento de 
los mecanismos etiopatogénicos, ya que es previsible que sean estos el  
fundamento de una aproximación terapéutica eficaz. Este enfoque de la nosología 
de las enfermedades neurodegenerativas está en desarrollo y es objeto de debate 
en la actualidad. La clasificación que se expone a continuación es una 
modificación basada en la realizada por De Michele y colaboradores (De Michele 
et al., 2004) que tiene utilidad para enmarcar las ataxias. Según estos autores y 
desde un punto de vista etiopatogénico, las ataxias pueden agruparse en: ataxias 
mitocondriales, ataxias hereditarias con defectos metabólicos conocidos, ataxias 
debidas a defectos de reparación del ADN, canalopatías, y ataxias causadas por 
la configuración y degradación anormal de proteínas.  
 
3.3.1 Ataxias mitocondriales 
Los defectos de la función mitocondrial en general y de la fosforilación oxidativa 
en particular están detrás de numerosas enfermedades neurodegenerativas, 
incluidas diversas ataxias y enfermedades neuromusculares. Algunas de estas 
enfermedades mitocondriales se deben a mutaciones en los propios genes 
mitocondriales, pero otras se producen por mutaciones en genes nucleares que 
codifican para alguna proteína esencial en el funcionamiento mitocondral o bien 
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indirectamente afectan a la función mitocondrial. Las ataxias debidas a 
disfunción mitocondrial suelen asociarse no solo a síntomas de otros sistemas 
neuronales sino también de otros órganos extraneurales; esto es lógico, ya que la 
función mitocondrial es muy importante para tejidos con altas tasas de demanda 
energética. A menudo hablamos  de "citopatías mitocondriales", que además de 
ataxia, epilepsia, movimientos anormales y neuropatía, pueden producir también 
oftalmoplejía externa, miopatía, cardiopatía, diabetes, etc. Algunos ejemplos de 
ataxias producidas por estos mecanismos son:  
- Mitocondriales propiamente dichas: síndrome de Kearns-Sayre, síndrome 
de epilepsia mioclónica asociada a fibras rojas rasgadas (MERRF), 
síndrome de neuropatía, ataxia y retinitis pigmentosa (NARP). Todas ellas 
están causadas por mutaciones en el ADN mitocondrial, son de herencia 
materna, y poseen características propias de la herencia mitocondrial. 
- Enfermedade nucleares con afectación mitocondrial: ataxia de Friedreich y 
mutaciones en POLG. Este tipo de enfermedades están causadas por 
defectos en las proteínas mitocondriales, codificadas por ADN nuclear o 
ADN mitocondrial. Siguen patrones de herencia mendeliana. 
 
3.3.2 Ataxias hereditarias con defectos metabólicos conocidos  
Este tipo de ataxias forman parte de síndromes originados por errores innatos del 
metabolismo. Generalmente son autosómicas recesivas y de comienzo temprano. 
Las principales causas de este tipo de ataxias son trastornos hereditarios del ciclo 
de la urea, aminoácidos, piruvato, vitamina E, metabolismo de los lípidos, 
enfermedades de depósito y enfermedades peroxisomales. 
En la Tabla I, se detallan diferentes tipos de ataxias que se encuentran inmersas 









Con hiperamoniemia  
- Deficiencia de 
arginosuccinasa 
- Deficiencia de arginasa 
- Hiperornitinemia 




- Enfermedad de Hartnup 
- Acidemia isovalérica 
- Síndrome de las orinas con 
olor a jarabe de arce 
- L-2 acidemia hidroxiglutárica 
tipo I 
Alteraciones del 
metabolismo del lactato 
y del piruvato 
- Deficiencia de piruvato 
dehidrogenasa 
- Deficiencia de piruvato 
carboxilasa 
- Deficiencia de carnitina 
- Síndrome de Leigh 





hexominidasa A - Enfermedad de Tay Sachs 
Deficiencia de 









- Enfermedad de Gaucher tipo 
III 
Colestanolosis - Xantomatosis cerebrotendinosa 
Leucodistrofias 
- Metacromática 
- Enfermedad de Krabbe 
- Adrenoleucomielodistrofia 
(ligada al cromosoma X) 
- Síndrome de Pelizaeus-
Merzbacher 
Deficiencia de 
neuroaminidasa - Sialidosis 
Abetalipoproteinemia e 
hipobetalipoproteinemia  











Enfermedad de Refsum + 
pipecólicoacidemia  
Deficiencia de biotinidasa  
Deficiencia de gamma-glutamil-




proteína- deficiencia de vitamina 
E (AVED) 
 
Enfermedad de Wilson  
Ceroidolipofuscinosis  
Deficiencia de arilsulfatasa C 
(ligada al cromosoma X)  
ATAXIAS NO 
PROGRESIVAS 
Ataxia con miocardiopatía 
dilatada  
Tabla I. Principales ataxias metabólicas (continuación). 
 
3.3.3 Ataxias debidas a defectos de reparación del ADN 
Diversas alteraciones genéticas y moleculares perturban los sistemas de 
mantenimiento de la integridad del genoma y están detrás de cuadros de 
envejecimiento prematuro, predisposición al cáncer y enfermedades 
degenerativas (Shiloh y Lehmann, 2004). A continuación se enumeran las ataxias 
en las que se han demostrado defectos en la reparación del ADN:  
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– Ataxia telangiectasia 
– Ataxia con apraxia oculomotora de tipo 1 (AOA1) 
– Ataxia con apraxia oculomotora de tipo 2 (AOA2 ó SCAR1) 
– Ataxia espinocerebelosa con neuropatía axonal 1 
– Xeroderma pigmentosum  
– Síndrome de Cockayne 
 
3.3.4 Canalopatías 
Las canalopatías son trastornos de la excitabilidad de la membrana muscular 
causadas por mutaciones en canales iónicos, fundamentalmente de calcio y 
potasio. En esta tipología de trastornos se encuentran las dos principales ataxias 
episódicas (Griggs et al., 1995), que se caracterizan por ser de herencia 
autosómica dominante, tener un comienzo temprano y cursar con síntomas 
intermitentes: 
-Ataxia episódica tipo 1 (EA-1) 
-Ataxia episódica tipo 2 (EA-2) 
Se han descrito otros tipos de ataxias episódicas que son la ataxia episódica con 
vértigo y tinnitus (EA-3), la ataxia vestíbulocerebelosa periódica con alteración 
del seguimiento (EA-4), ataxia periódica esporádica con epilepsia mioclónica 
que responde a la acetazolamida, de mecanismo desconocido (EA-5), ataxia 
episódica esporádica con ataxia, epilepsia, migraña y hemiplejia alternante con 
nistagmus (EA-6), ataxia cerebelosa paroxística esporádica de comienzo tardío 
(EA-7) y ataxia episódica con coreoatetosis y espasticidad (EA-8). 
 
3.3.5 Ataxias causadas por la configuración y degradación anormal de 
proteínas 
Muchas enfermedades neurodegenerativas se producen por una conformación y 
agregación anómala de distintas proteínas. Para el correcto funcionamiento de la 
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célula, las proteínas deben adquirir un plegamiento adecuado, que va a depender 
tanto de su secuencia aminoacídica como de la maquinaria presente en esta. Los 
procesos anormales de plegamiento, que pueden estar inducidos por diversas 
situaciones de estrés en el ambiente intra- o extra-celular, mutaciones u otros 
eventos, pueden dar lugar a la pérdida de las funciones fisiológicas de la proteína 
o a la generación de estructuras tóxicas para la célula, provocando 
acontecimientos patológicos. Este tipo de plegamientos proteicos  anómalos, que 
desembocan en la agregación de proteínas en tejidos específicos, han sido 
asociados a muchas enfermedades, como la enfermedad de Alzheimer, la 
enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, la diabetes tipo-2 y las 
enfermedades por priones. Hoy en día hay una tendencia a usar una nosología 
que hace referencia a las proteinas concretas que se acumulan: prionopatías, 
taupatías, poliglutaminopatias, sinucleinopatías, etc. 
Dentro de las enfermedades asociadas a depósitos de proteinas mal plegadas, 
ocupan un lugar destacado aquellas debidas al acúmulo de cadenas de 
aminoácidos, propiciadas por la presencia de zonas repetitivas de tripletes en 
regiones codificantes del ADN. Varias SCAs pertenecen al grupo de las 
poliglutaminopatías: SCA1-7, 17 y DRPLA. Existen igualmente otro tipo de 
expansiones de nucleótidos. También tiene este mecanismo la ataxia espástica 
autosómica recesiva de Charlevoix-Saguenay (ARSACS). La enfermedad de 
Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS) es una prionopatía hereditaria humana 
que cursa con ataxia y tiene una progresión relativamente lenta.   
 
3.3.6 Otras ataxias de etiopatogenia desconocida 
Además de los anteriores, existen otros tipos de ataxia en los que el mecanismo 
patogénico es totalmente desconocido. Entre ellas destacan: 
• Ataxias hereditarias congénitas: Se pueden incluir en este grupo las 
hipoplasias pontocerebelosas y otros trastornos del neurodesarrollo, 
como el síndrome de Joubert, anomalía de Dandy-Walker, ataxia 
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cerebelosa con retraso mental, atrofia óptica y anomalías en la piel 
(CAMOS). 
• Ataxia cerebelosa con hipogonadismo (ataxia de Holmes) 
• Ataxias dominantes causadas por expansiones no traducidas o por 
mutaciones puntuales, de mecanismo patogénico no establecido 
como por ejemplo la SCA10 y 14. 
• Ataxias dominates con locus identificado pero no el gen causal, 
como por ejemplo SCA4 y 18. 
 
3.4  ENFERMEDADES POR EXPANSIONES DE ADN REPETITIVO 
En el genoma de los organismos eucariotas se encuentran distribuidas numerosas 
secuencias de ADN repetitivo. Estas secuencias pueden llegar a alcanzar más de 
la mitad del ADN del genoma humano. Existen varios tipos de ADN repetitivo: 
los que se agrupan en series tándem (satélites, minisatélites, microsatélites) y los 
que están dispersos por el genoma (elementos de transposición). 
El ADN repetitivo en tándem se divide en varios grupos según sea el tamaño 
total que origina la repetición. El ADN satélite está formado por la repetición de 
una secuencia de ADN miles de veces en tándem (pegadas unas a otras). Estas 
unidades van desde 100 kb a varias megabases. El ADN de tipo minisatélite está 
formado por secuencias de 6 a 25 nucleótidos que se repiten hasta dar un tamaño 
total entre 100 nucleótidos y 20 kb. El ADN microsatélite (STRs- short tandem 
repeat expansions) está formado por secuencias de 2 a 4 nucleótidos que se 
repiten hasta dar bloques con un tamaño no superior a 150 nucleótidos. Estas 
secuencias, que pueden llegar a constituír hasta un 10% del genoma humano, y 
aunque históricamente solo se aplicaba a las repeticiones del dinucleótido CA, 
hoy en día se utiliza para repeticiones de hasta 6 pares de bases. 
La tasa de mutación del genoma humano es muy variable y depende de las 
diferentes secuencias que lo forman; así, para las secuencias de copia única es de 
10-9 a 10-10,, mientras que las secuencias repetitivas son altamente inestables y 
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presentan una tasa de mutación de 10-3 eventos por locus y por generación 
(Weber et al., 1993). 
Las repeticiones más comunes en el genoma humano son las secuencias de poli-
A, seguidas de las repeticiones CA dentro de los dinucleótidos y las repeticiones 
CAG y AAT en los trinucleótidos.  
Existen evidencias de que la distribución de los STRs no se produce al azar. La 
mayor parte de ellos se encuentran en regiones no codificantes, a excepción de 
los tri- y hexanucleótidos que pueden encontrarse tanto en regiones codificantes 
como en regiones no codificantes (Li et al., 2002). Estas diferencias en la 
distribución pueden deberse a una selección específica contra las mutaciones de 
cambio de pauta de lectura en regiones codificantes. 
La función de los STRs se agrupa en tres áreas: organización de la cromatina, 
regulación de los procesos metabólicos del ADN y regulación de la actividad 
génica (Li et al., 2002).  
En 1991 se identificaron las primeras enfermedades causadas por expansión de 
tripletes, concretamente el síndrome del X frágil y la atrofia muscular 
bulboespinal (enfermedad de Kennedy).  
Hoy en día existen más de 20 loci genéticos con expansiones anómalas de 
secuencias cortas repetitivas de ADN, asociados con enfermedades hereditarias 
neurológicas. Se sabe que son altamente inestables tanto en mitosis como en 
meiosis, lo que las convierte en un proceso de mutación dinámica que se 
transmite de una generación a otra con un patrón de herencia no mendeliano. 
Estos desórdenes genéticos presentan el fenómeno de la anticipación, que 
consiste en un aumento de la gravedad de los síntomas y una disminución de la 
edad de inicio de la enfermedad con el paso de una generación a la siguiente. 
Este fenómeno está relacionado con el tamaño de la expansión, cuanto mayor sea 
la repetición antes aparecerán los síntomas y la enfermedad será mas grave 
(Wheeler et al., 1999). 
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Existen diversos ejemplos de repeticiones en regiones codificadoras del genoma 
como pueden ser la atrofia muscular bulboespinal, la enfermedad de Huntington 
y algunas ataxias espinocerebelosas. El síndrome del X frágil, la ataxia de 
Friedreich y la distrofia miotónica se producen por repeticiones en regiones no 
codificadoras.  
Aunque este tipo de mutaciones están entre las primeras identificadas entre las 
causas de enfermedades neurogenéticas, muy recientemente este campo está 
retomando una gran atención con la identificación de nuevos STRs no 
codificantes en trastornos neurodegenerativos como el complejo demencia-ELA 
(DeJesus-Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011), que se suman a otras ya 
conocidas como la enfermedad de Huntington tipo 2 (HDL2), la distrofia 
miotónica (DM1, DM2) y algunas SCAs (SCA8, SCA10, SCA31) (figura 3). 
 
5’ UTR 3’ UTRExón Codificante
Promotor Intrón
CAG CGG/CCG GCN CCTG GGGGCC CTG



















SCA1, 2, 3, 6, 7, 17
FRDA SCA31 SCA10 DM1
 
Figura 3. Localización de diferentes repeats cuya expansión ocasiona enfermedades 
humanas. ALS/FTD (Amyotrophic lateral sclerosis and frontotemporal dementia); 
BPES (Blepharophimosis, ptosis and epicanthus inversus); CCD (cleidocranial 
dysplasia); CCHS (Congenital central hypoventilation syndrome); DM1 (Myotonic 
dystrophy 1); DM2 (Myotonic dystrophy 2); DRPLA (Dentatorubral–pallidoluysian 
atrophy); EPM1 (Progressive myoclonic epilepsy 1); FRAXA (Fragile X syndrome); 
FRAXE (Fragile X mental retardation associated with FRAXE site); FRDA 
(Friedreich's ataxia); FXTAS (Fragile X tremor and ataxia syndrome); HD 
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(Huntington's disease); HDL2 (Huntington's-disease-like 2); HFG (Hand–foot–genital 
syndrome); HPE5 (Holoprosencephaly 5); ISSX (X-linked infantile spasm syndrome); 
MRGH (Mental retardation with isolated growth hormone deficiency); OPMD 
(Oculopharyngeal muscular dystrophy); SBMA (Spinal and bulbar muscular atrophy); 
SCA (Spinocerebellar ataxia); SPD (Synpolydactyly). Adaptada de Mirkin, 2007. 
 
No se conoce bien la dinámica molecular de estas expansiones a lo largo de las 
generaciones y en los diferentes tejidos; tampoco está aclarada su influencia en 
las funciones del ADN genómico, en la expresión génica y, en última instancia, 
en el fenotipo. El análisis de la variabilidad del tamaño de los elementos 
repetitivos y las expansiones patogénicas de ADN al ser transmitidas a lo largo 
de pedigrís proporciona un medio para monitorizar la estabilidad o inestabilidad 
en meiosis. Otra aproximación a esta cuestión es el estudio de estas mutaciones 
dinámicas en células germinales (Armour et al., 1999), tal como se ha 
demostrado en diversas enfermedades producidas por unidades repetitivas 
expandidas de ADN, como son la enfermedad de Huntington y la distrofia 
miotónica, así como en los modelos de animales transgénicos animales de estas 
patologías (Kennedy et al., 2003; Martorell et al., 1998).  
En la ataxia de Friedreich, causada por la expansión de un triplete GAA en el 
intrón 1 del gen FXN, la expansión muestra inestabilidad somática que progresa a 
lo largo de la vida, lo que sugiere que la inestabilidad somática postnatal 
interviene en su mecanismo patogénico (De Biase et al., 2007).  
El estudio del comportamiento de estas expansiones así como de los mecanismos 
moleculares que condicionan su estabilidad, tanto somática como germinal, 
puede ayudar a conseguir oportunidades terapéuticas y también frenar la 
aparición y/o progresión de los síntomas. 
Se suelen asociar este tipo de mutaciones a ganancia tóxica de función, como por 
ejemplo la enfermedad de Huntington. Sin embargo en algunos casos la 
expansión conduce a un déficit de función como es el caso del síndrome de X 
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frágil o la ataxia de Friedreich. Es posible que el mecanismo en algunos casos sea 
mixto, como se ha propuesto para SCA1. 
 
3.5  ATAXIAS ESPINOCEREBELOSAS AUTOSÓMICAS 
DOMINANTES (SCAs) 
Las ataxias cerebelosas autosómicas dominantes se denominan actualmente 
SCAs. Constituyen, desde un punto de vista vista clínico, patológico y genético, 
un grupo muy heterogéneo de enfermedades neurodegenerativas, caracterizadas 
clínicamente por un síndrome cerebeloso progresivo, que puede asociarse a 
manifestaciones de afectación de otros sistemas neuronales.  
El patrón de herencia autosómica dominante es consecuencia de que el alelo 
alterado predomina sobre el normal y basta una sola copia anómala para que se 
exprese la enfermedad. Al ser autosómico, el gen se encuentra en uno de los 22 
pares de cromosomas no sexuales, o autosomas, pudiendo afectar con igual 
probabilidad a hijos e hijas. El alelo alterado pudo haberse heredado tanto del 
padre como de la madre. Normalmente se da en todas las generaciones de una 
familia. Cada persona afectada tiene normalmente un progenitor afectado y una 
probabilidad de que el 50% de su descendencia  herede el alelo mutado y 
desarrolle la enfermedad autosómica dominante. 
 
Hombre y mujer afectados
Hombre y mujer sanos  
Figura 4. Herencia autosómica dominante.  
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La penetrancia es la proporción de individuos con una mutación patológica que 
presentan manifestaciones clínicas de la patología asociada a esa mutación. La 
expresividad variable se refiere al rango o espectro de manifestaciones clínicas 
observadas en individuos que presentan una patología determinada. La 
anticipación génica, como ya se explicó anteriormente, es un fenómeno clínico 
en el que un mayor número de repeticiones, aumenta la severidad de la 
enfermedad y disminuye la edad de inicio de los síntomas en sucesivas 
generaciones. Estas tres características están presentes en algunas de las SCAs. 
La mayoría de las expansiones (excepto SCA6), son inestables durante la 
transmisión, con una tendencia a aumentar en generaciones sucesivas, es decir, 
presentan anticipación génica. Varios tipos de SCA como por ejemplo SCA2, 
SCA7 y SCA31 presentan una expresividad variable entre diferentes miembros 
afectados de una misma familia. Las SCAs, en general, tienen penetrancia 
completa o casi completa, con excepción de la SCA8, SCA10 y SCA17, en las 
que se han descrito casos de penetrancia incompleta (Ranum et al., 1999; Alonso 
et al., 2006; Matsuura et al., 2006; Raskin et al., 2007; Nolte et al., 2010; Nanda 
et al., 2007). 
 
3.5.1 Características clínicas y clasificación de las SCAs 
La ataxia es el signo clínico más característico en las SCAs, aunque pocas 
presentan un síndrome cerebeloso puro y neurodegeneración restringida a la 
corteza cerebelosa (Matilla et al., 2010). El síndrome cerebeloso, que incluye 
ataxia de línea media y apendicular, disartria cerebelosa y trastornos 
oculomotores, está frecuentemente asociado a trastornos extrapiramidales 
(parkinsonismo, disquinesia, distonia, corea), espasticidad, retinopatía, atrofia 
óptica, neuropatía periférica, alteraciones esfinterianas, deterioro cognitivo y 
epilepsia. Se han observado alteraciones cognitivas y trastornos psiquiátricos en 
varias SCAs. En general, la mayoría de las SCAs son trastornos multisistémicos 
que presentan una gran variabilidad clínica.  
La aparición de los síntomas ocurre, en la mayoría de los casos, entre la tercera y 
cuarta década de la vida, aunque hay mucha variabilidad entre los diferentes 
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subtipos. Existen algunos que empiezan en la infancia y otros lo hacen después 
de los 60 años (Dürr, 2010). La existencia de una heterogeneidad fenotípica inter 
e intrafamiliar ha sido la causa de la difícil clasificación de las SCAs.  
Desde 1993, año en el que se describió el locus cromosómico de la SCA1, este 
amplio y heterogéneo grupo de ataxias de herencia autosómica dominante no ha 
dejado de crecer. Tal como se como se expresó anteriormente, la clasificación 
pregenómica de las ADCA de A. Harding sigue siendo útil como abordaje inicial 
en la clínica, sobre todo a la hora de orientar el estudio genético (Tabla II).  
 
TIPO DE  
ADCA 




1-4, 8, 10, 12-23, 25, 27, 28, 
DRPLA 
Síndrome  cerebeloso con oftalmoplegia, 
signos piramidales y extrapiramidales, 
deterioro cognitivo y neuropatía 
periférica 
ADCA II 7 
Síndrome cerebeloso con retinopatía 
pigmentaria 
ADCA III 5, 6, 11, 26, 29, 30, 31 Síndrome cerebeloso puro 
 
Tabla II. Clasificación de las ataxias autonómicas dominantes (ADCA) modificada de 
Harding (1982). 
 
La genética molecular ha permitido descubrir un gran número de genes 
responsables de ataxias y establecer una mejor correlación fenotipo-genotipo. 
Hasta el año 2011 se habían identificado 32 tipos de SCA (las SCA9 y SCA33 no 
están asignadas, se ha demostrado que la SCA15 y la SCA16 son la misma, las 
SCA19 y SCA22 están asociadas al mismo gen y se ha demostrado que la 
SCA24 tiene herencia recesiva). El gen responsable de la enfermedad ha sido 
identificado en 22 tipos de SCAs (Tabla III). 
El diagnóstico clínico de los distintos tipos de SCAs es complicado, debido a que 
a menudo existe, dentro de una misma familia, un gran solapamiento de 
fenotipos y una amplia  variabilidad de manifestaciones. 
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A continuación, se revisan brevemente las SCAs más relevantes. 
 
• SCA1 
La edad de inicio es muy variable, con casos descritos entre los 4 y los 74 años, 
aunque la mayoría de los pacientes con SCA1 presenta los primeros síntomas 
alrededor de los 40 años. En este tipo de SCA se da el fenómeno de  anticipación, 
más marcada si es de herencia paterna. Su fenotipo es muy variable: síndrome 
pancerebeloso con ataxia de línea media y apendicular, disartria, afectación 
piramidal, afectación extrapiramidal (distonía e hipercinesia) y alteraciones 
oculomotoras (alteraciones en las sacadas y oftalmoparesia). Pueden dar lugar 
también a amiotrofia y pérdida de sensibilidad (Sasaki et al., 1996). La disfagia, 
corea, estridor y parálisis de las cuerdas vocales suelen ser manifestaciones 
tardías. La disfunción ejecutiva es común, pero raramente evoluciona a demencia 
(Burk et al., 2003). Anatomopatológicamente, corresponde a atrofia 
olivopontocerebelosa, pero también con lesiones en los ganglios basales. 
La SCA1 se produce por una expansión de tripletes CAG en el gen ATXN1 
situado en el locus 6p22-23 (Orr et al., 1993). Los alelos normales van desde 6 a 
39 repeticiones, hay alelos intermedios de 40 repeticiones y patogénicos de 39 a 
91 repeticiones. La proteína alterada es la ataxina-1 que no se degrada 
correctamente al tener tantas repeticiones CAG. A nivel global la SCA1 




Clínicamente, se solapa con la SCA1 y la SCA3. Los pacientes tienen una edad 
de inicio variable, abarcando desde los 6 a los 67 años. Existe una clara 
anticipación en las familias. Los pacientes con SCA2 presentan un 
enlentecimiento en las sacadas oculares, hiporeflexia, mioclonías y temblor. 
Pueden sufrir también demencia. Además son frecuentes la polineuropatía, 
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amiotrofia, disartria y disfagia. Algunos pacientes presentan cuadros de 
parkinsonismo familiar puro sin signos cerebelosos. 
Anatomopatologicamente se corresponde con una atrofia olivopontocerebelosa 
con lesiones en la sustancia negra y en los ganglios basales. 
Tiene una frecuencia relativa de 3-35% y se debe una mutación en el gen ATXN2 
situado en el locus 12q24.1, que es una expansión de tripletes CAG en el rango 
de 32-400 (Puls et al., 1996; Ramos et al., 2010).  
La expansión génica da lugar a una ataxina-2 alterada que se deposita en el 
aparato de Golgi y produce muerte celular; no hay agregados nucleares (Huynh 
et al., 2003). 
 
• SCA3 
La Enfermedad de Machado Joseph (EMJ) o SCA3 es la ataxia autosómica 
dominante más frecuente en la mayoría de poblaciones; llega a alcanzar el 84% 
en Portugal (Silveira et al., 1996). Está causada por una expansión de 51-89 
tripletes CAG en el gen ATXN, localizado en el locus 14q32.1. (Kawaguchi et al., 
1994). La edad de inicio de los síntomas es variable, pero casi siempre se sitúa 
entre la segunda y quinta década de la vida. Dependiendo del número de las 
repeticiones presentes en la mutación, los pacientes van a presentar un rango 
variable de síntomas. Existe una inestabilidad intergeneracional en la longitud de 
la expansión de herencia paterna. El número de repeticiones tienden a crecer en 
las sucesivas generaciones, aunque algunas veces pueden contraerse. Los 
pacientes homocigotos presentan un cuadro mucho mas grave que los 
heterocigotos. La ataxina-3 se encuentra estructuralmente alterada y se une a la 
matriz celular. Esta proteína forma agregados que se depositan en el citoplasma y 
en el núcleo neuronal. Los pacientes con SCA3 pueden presentar un síndrome 
cerebeloso puro, pero lo más habitual es que el cuadro cerebeloso se asocie a 
síndromes piramidal y extrapiramidal distónico-rígido, y a amiotrofia periférica, 
que dan lugar a problemas de la marcha, dificultades en el habla, torpeza de 
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extremidades y, con frecuencia, visión borrosa y diplopía. Algunas familias 
pueden presentar cuadros de paraparesia espástica (Wang et al., 2009; Gan et al., 
2009), parkinsonismo (Tuite et al., 1995), neuropatía hereditaria y síndrome de 
piernas inquietas. También pueden aparecer pseudoexoftalmos, mioquimias 
faciolinguales, distonia y trastornos del sueño. Existen cinco subtipos que 
demuestran la heterogeneidad clínica que presenta la SCA3: 
 Tipo I (13% de los individuos): se caracteriza por una edad de inicio joven 
con espasticidad, rigidez y bradicinesia, a menudo con una leve ataxia (Lu 
et al., 2004). El tipo I se asocia a los alelos más largos del trinucleótido 
CAG. 
 Tipo II (57%): es el más común. Se caracteriza por ataxia y signos de 
neurona motora superior. Pueden presentar paraparesia espástica. Este tipo 
de SCA3 está asociado a un amplio rango de alelos pero todos ellos de 
nivel intermedio. 
 Tipo III (30%): se manifiesta a edades tardías presentando ataxia y 
polineuropatía periférica. Está asociado a los alelos más cortos. 
 Tipo IV: se caracteriza por presentar parkinsonismo con respuesta a 
levodopa. Este tipo no se correlaciona con ningún rango de alelos. 
 Tipo V: similar a una paraparesia espástica (Wang et al., 2009). 
La histopatología de la SCA3 es la de una atrofia olivopontocerebelosa, 
acompañada de alteraciones patentes en los ganglios basales.  
 
• SCA7 
Una de las características más destacables de la SCA7 es la asociación de ataxia 
y espasticidad con pérdida visual provocada por degeneración macular 
pigmentaria (David et al., 1997). Presenta una frecuencia del 3 al 5% y es muy 
común en Sudáfrica, Suecia, Finlandia y México. La SCA7 está causada por la 
expansión del triplete CAG del gen ATXN7, en el locus 3p12-13. La enfermedad 
se produce cuando la expansión es mayor de 36 repeticiones y puede alcanzar las 
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470 repeticiones. Existe anticipación génica, más pronunciada en la herencia 
paterna. Los individuos que presentan entre 37 y 43 CAG repeats son portadores 
asintomáticos de jóvenes y presentan síntomas leves de adultos. Cuando 
presentan de 54 a 55 repeticiones suelen desarrollar el síndrome completo y tener 
una edad de inicio adulta. Normalmente, los pacientes que presentan más de 200 
repeticiones tienen un curso de la enfermedad más grave y el inicio de los 
síntomas tiene lugar en la infancia. Estos casos infantiles suelen fallecer a los 2-3 
años de vida (van de Warrenburg et al., 2001). La ataxina-7 presenta una 
distribución amplia en el sistema nervioso central y en tejidos periféricos. La 
sobreexpresión de la ataxina-7 mutada en las células produce la formación de 
inclusiones intranucleares, mal plegamiento de la proteína e inhibición de la 
función de la proteína CRX (cone-rod homeobox) de conos y bastones de los 
fotorreceptores (La Spada et al., 2001). El primer signo de afectación retiniana 
puede ser una discromatopsia en el axis azul-amarillo o bien una reducción de la 
agudeza visual central. Se presenta con una gran variedad de síntomas 
neurológicos: alteración visual y afectación de la marcha, ataxia truncal y de los 
miembros, alteración movimientos oculares sacádicos y de persecución, signos 
piramidales, parkinsonismo, caídas, disartria, disfagia, defectos auditivos, déficit 
somatosensorial y retraso mental (Rub et al., 2008). 
Anatomopatologicamente, se caracteriza por atrofia olivopontocerebelosa y 
degeneración macular, con pérdida de fibras mielinizadas en distintos tractos del 
sistema nervioso central, y extensión de la neurodegeneración al cerebelo, 
telencéfalo, diencéfalo y troncocencéfalo.  
 
• SCA10 
Este tipo de SCA se produce por la expansión de la repetición del 
pentanucleotido ATTCT en el intrón 9 del gen ATXN10, en el cromosoma 
22q13.31 (Zu et al., 1999; Matsuura et al., 1999; Matsuura et al., 2000). La 
longitud de la expansión de la repetición ATTCT, de 800 a 4500 repeticiones, es 
altamente inestable en la transmisión paterna y muestra un grado variable de 
Antecedentes y Revisión Bibliográfica 
36 
inestabilidad. Se han descrito pacientes con expansiones de rango intermedio 
(Fang et al., 2002). Se sugiere que puede haber penetrancia incompleta para 
SCA10 en alelos de 280 a 370 repeticiones (Alonso et al., 2006; Matsuura et al., 
2006). Se caracteriza clínicamente por ataxia progresiva, crisis epilépticas y 
anticipación. Presenta una edad de inicio de entre 10 y 40 años. Las primeras 
familias reportadas con SCA10 eran de origen mexicano, pero poco después se 
describió en familias brasileñas con ancestros portugueses y amerindios 
(Almeida et al., 2009). Está aún por aclarar cómo la expansión de la región 
ATTCT no traducida conduce a la neurodegeneración (Matsuura et al., 2008; Lin 
et al., 2005). 
 
• SCA17 
Esta SCA se produce por la expansión del triplete CAG/CAA en el gen TBP, 
situado en el cromosoma 6q27, que codifica la proteína de unión a la caja TATA 
(Koide et al., 1999). Los individuos afectados presentan más de 42 repeticiones 
del triplete (Nolte et al., 2010). Existen alelos de penetrancia incompleta y su 
rango es de 41 a 48 repeats (Nanda et al., 2007). Los principales síntomas 
clínicos de SCA17 son ataxia, demencia y movimientos involuntarios, 
incluyendo distonia y corea. Son muy frecuentes también los síntomas 
psiquiátricos, los signos piramidales, rigidez, hiperreflexia, epilepsia, 
enlentecimiento sacádico y mutismo. La edad de inicio puede variar desde los 3 a 
los 75 años. Todos los individuos que presentan alelos con penetrancia completa 
desarrollan síntomas neurológicos y/o psiquiátricos sobre los 50 años. La RM 
muestra atrofia cerebral, atrofia del tronco del encéfalo y atrofia del cerebelo.  
 
• SCA23 
Este tipo de SCA fue descrita por primera vez en el 2004 en una familia 
holandesa (Verbeek et al., 2004). En el 2010 se identificó su gen causal 
(Bakalkin et al., 2010), PDYN, que es una proteína precursora de neuropéptidos 
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opiodides, α-neoendorfina y dinorfinas A y B (DynA y Dyn B). Los 
neuropéptidos constituyen una gran familia de moléculas de señalización celular, 
que median y modulan la comunicación neuronal al actuar sobre los receptores 
de la superficie celular y, por lo tanto, regulan diversas funciones fisiológicas y 
del comportamiento. 
Clínicamente, estos pacientes presentan una ataxia de lenta progresión, asociada 
a neuropatía sensorial distal y signos piramidales, paresia proximal de las piernas 
y temblores de la cabeza y de las extremidades superiores. Sufren también 
transtornos del habla, movimientos sacádicos lentos y dismetría ocular. Algunos 
pacientes presentan pérdida de memoria. La edad de inicio suele ser en la sexta 
decada de la vida. El estudio de RM muestra atrofia cerebelar y lesiones en la 
sustancia blanca.  
 
• SCA31 
Está causada por la inserción del pentanucleótido (TGGAA)n, situado en las 
regiones intrónicas de los genes BEAN y TK2 en el cromosoma 16q21-q22. Estos 
dos genes situados en cadenas opuestas se transcriben en direcciones opuestas 
(Sato et al., 2009). La longitud de la inserción es variable, puede ir desde 2.5 Kb 
a 3,8 Kb. Las expansiones más grandes parecen tener asociación con las formas 
de inicio temprano. Existe una gran variabilidad familiar. Este tipo de SCA es la 
tercera más prevalente en Japón, después de las SCA3 y SCA6 (Ishikawa et al., 
2010). Es rara en caucásicos (Ishikawa et al., 2011). Parece tener un efecto 
fundador en Japón. Todas las familias japonesas presentan el mismo haplotipo. 
En el 2011 Wang et al. (2011) realizaron un estudio epidemiológico de las SCAs 
en China y no encuentraron ningún caso de SCA31 entre los pacientes 
estudiados. En el año 2012,  Ouyang et al. describieron el primer caso en el 
nordeste de China. El inicio de los síntomas suele ser entre los 45 a los 72 años. 
Parece existir una leve anticipación en las familias. Los individuos afectados 
presentan ataxia de la marcha, disartria cerebelosa, dismetria, ataxia de 
extremidades, hipotonía, movimientos sacádicos oculares lentos y leve pérdida 
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de oído. No había signos de afectación del tracto piramidal. Los estudios de RM 
detectan atrofia cerebelosa. 
 
• DRPLA 
La atrofia dentato-rubro-pálido-luisiana (DRPLA) es un subtipo de ataxia 
cerebelosa autosómica dominante tipo 1 (ADCA tipo I). En adultos da lugar a 
ataxia, coreoatetosis y demencia, con trastornos de conducta. El tipo infantil se 
caracteriza por ataxia, mioclonías, epilepsia y deterioro cognitivo progresivo. La 
DRPLA está causada por la expansión de la repetición CAG en el gen ATN1 en 
el cromosoma 12p.13.31 (Koide et al., 1994). Los alelos normales van de 6 a 35 
repeticiones de CAG. Los alelos intermedios van de 37 a 48 repeticiones de CAG 
y los alelos patogénicos van de 49 a 93 repeticiones. Existe una correlación entre 
la edad de inicio y el tamaño de la expansión. Los pacientes con repeticiones más 
largas inician antes la enfermedad. Si la edad de inicio es menor de 21 años, el 
tamaño de la expansión es de 63 a 79 repeticiones. Entre los 21 y los 40 años, es 
de 61-69 repeticiones. Las personas con una edad de inicio de más de 40 años 
presentan repeticiones de 48 a 67 CAG. La epilepsia mioclónica suele afectar a 
pacientes con expansiones de repeticiones largas (>65) e inicio a temprana edad 
(<20 años). El fenómeno de anticipación se favorece por la herencia paterna. La 
edad del paciente, asociada con el tamaño de la repetición CAG, se correlaciona 
con el grado de atrofia del tronco del cerebral y del cerebelo, así como con las 
alteraciones de la sustancia blanca. 
La DRPLA es una enfermedad rara que afecta sobre todo a familias japonesas. 
En Japón constituye el 20% de las ataxias cerebelosas. Se ha encontrado una 
familia en España que presenta DRPLA (Infante et al., 2005). El síndrome de 
Haw River es una variante fenotípica de DRPLA, encontrada en una familia 
afroamericana de Carolina del Norte. Estos pacientes no presentan crisis 
mioclónicas pero sí microcalcificación del globo pálido, asociada a una extensa 
desmielinización del centro semioval y a degeneración neuroaxonal de cordones 
posteriores (Burke et al., 1994 a; Burke et al., 1994 b). 
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3.5.2  Epidemiología  
La baja incidencia de las SCAs hace que se encuadren dentro del grupo de las 
denominadas “enfermedades raras”. La prevalencia mundial de las SCAs se 
estima en 5-7 casos por cada 100.000 personas. En Europa es de 1 a 3 pacientes 
por cada 100.000 habitantes.  Sin embargo, la prevalencia de cada tipo de SCA 
varía mucho en diferentes poblaciones, hecho debido a un probable efecto 
fundador. Por ejemplo la SCA2 presenta efecto fundador en Cuba, donde hay 40 
casos por cada 100.000 habitantes (Orozco et al., 1989), la  SCA3 en Portugal 
(Sequeiros et al., 1993), la SCA10 en México y la SCA7 en los Países 
Escandinavos. En España la frecuencia de las ataxias autosómicas dominantes es 
de 1.6 casos por 100.000 habitantes (Infante et al., 2005). 
Las SCAs causadas por repeticiones de poliglutamina son las más comunes. La 
SCA1, SCA2, SCA3 y SCA6 son las más frecuentes. La  SCA3 supone 1.5% de 
las SCAs en Sudáfrica en contraposición del 60% en Brasil y Portugal. Así 
mismo, es frecuente en Francia (30%), Alemania (40%) y Japón (39%), China 
(49%), Países Bajos (28%) y en menor medida  en Canadá (24%) y USA (21%); 
es más rara en la India (3%), Noruega (4%) e Italia (1%). (Schöls et al., 2004; 
Sequeiros et al., 2011). En Europa la SCA3 presenta el 44% de todos los casos 
de SCA (Dürr. 2010). La SCA6 es frecuente en Japón (30%) y Alemania (13%) 
pero es bastante rara en Francia y España.  
La incidencia de los tipos de SCA causadas por mutaciones convencionales es 
muy variable en función de la localización geográfica de la población; resulta 
muy difícil establecerla con precisión debido al bajo número de familias 
afectadas. 
Las mutaciones de novo son muy raras, excepto en SCA7 donde se han 
observado varios casos debidos a transmisión paterna (Stevanin et al., 1998). Es 
interesante puntualizar que los casos de novo de SCAs han sido descritos 
solamente para SCA7, la cual representa el mayor grado de inestabilidad durante 
la transmisión y la mayor anticipación entre las enfermedades por repetición de 
poliglutamina. 




















Figura 5. Distribución mundial de los tipos más frecuentes de SCA. Modificada de Bird 
(2011). 
 
En España los estudios epidemiológicos son muy escasos, destacando el trabajo 
de los grupos de Santander y Barcelona. Aunque las cifras varían ligeramente 
dependiendo de la región y el método empleado, Pujana y colaboradores 
encuentran aproximadamente un 15% SCA2, 15% SCA3, 6% SCA1, 3% SCA7, 
1% SCA6 y 1% DRPLA (Pujana et al., 1999). En cambio el grupo de Cantabria 
encuentran un 3,3% SCA1, 30% SCA2, 20% SCA3, 10% SCA10, 3.3% SCA8 y 
3,3% DRPLA (Infante et al., 2005). En Galicia no hay datos publicados.  
En Portugal, además de la SCA3 (63%) se han descrito casos de SCA2 (3%), 
DRPLA (2%), SCA6 (1%), SCA7 (1%), SCA8 (2%) aunque son mucho menos 
frecuentes (Silveira et al., 2002, Sequeiros et al., 2011). 
 
3.5.3 Patogénesis molecular de las SCAs 
Según el tipo de mutación se pueden considerar tres categorías principales de 
SCAs:  
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- SCAs causadas por expansiones de poliglutaminas (CAG) 
- SCAs causadas por expansiones de repeticiones en regiones no codificantes 
- SCAs causadas por mutaciones puntuales  
 
SCAs causadas por expansiones de poliglutaminas (CAG) 
En esta categoría se incluyen las SCAs causadas por repeticiones del 
trinucleótido CAG dando como resultado un largo tracto poliglutamínico (poliQ) 
que se transforma en producto tóxico cuando se localiza en la región codificante 
del gen. Esta expansión está asociada con las ataxias espinocerebelosas SCA1, 
SCA2, SCA3, SCA6, SCA17. (Orr et al., 1993; Imbert et al.,1996; Pulst et al., 
1996; Kawaguchi et al., 1997; Zhuchenko et al., 1997 ; David et al., 1997 ; 
Koide et al., 1999) 
También están causadas por este tipo de expansión la enfermedad de Huntington 
(HD), la atrofia muscular bulboespinal (SBMA) y la atrofia dentato-rubro-pálido-
luisiana (DRPLA) (Takahashi et al., 2010). Las SCAs causadas por expansiones 
de poliglutaminas son las ataxias autosómicas dominantes más comunes y, en 
conjunto, representan más del 50% de las familias afectadas en casi todas las 
regiones del mundo (Soong et al., 2007).  
Los trastornos causados por estas expansiones se manifiestan por encima de un 
umbral de repeticiones de CAG, generalmente por encima de las 37-40, y 
depende del gen. En SCA6, por ejemplo, es a partir de 19 repeticiones y en 
SCA3 a partir de 51. (Dürr, 2010). Se supone que existe una vía patogénica 
similar involucrada en este tipo de SCAs.  
La localización de la proteína poliglutamínica en las células parece ser 
importante; la agregación y la deposición de proteínas mal plegadas en las 
neuronas, se cree que actúan a través de un mecanismo de ganancia de función 
tóxica, mecanismo que al que se atribuyen en general en estas enfermedades 
causadas por poliglutaminas. Esta situación da lugar a la formación de 
inclusiones nucleares y citoplasmáticas características, que contienen 
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componentes celulares provenientes del sistema ubiquitina-proteasoma, la 
chaperona HSP70 y distintos factores de transcripción, entre otros. Todo ello 
conlleva a la disfunción y, a menudo, a la muerte de grupos neuronales 
específicos, localizados en distintas partes del sistema nervioso (Matilla et al., 
2010). 
En la actualidad también hay indicios de que además este tipo de mutaciones 
pueden causar el daño celular a través de la pérdida de su función normal, si bien 
esta es en su mayor parte desconocida. 
Dentro de las SCAs causadas por poliglutaminas, existe una correlación negativa 
entre el número de repeticiones CAG y la edad de inicio. Algo similar ocurre con 
el cuadro clínico: cuanto mayor es el número de repeticiones más grave es la 
sintomatología. Este grupo de SCAs tienen un curso progresivo y generalmente 
conllevan a la muerte en 10-30 años. Este grupo de SCAs resulta complicado 
diferenciarlas entre sí con un exámen clínico,  aunque son más fáciles de 
distinguir de otros tipos de SCA. La anticipación génica es un fenómeno clínico 
presente en aquellos pacientes que se ven afectados por SCAs originadas por 
expansiones de poliglutamina.  
Las mutaciones debidas a la expansión de trinucleótidos presentan inestabilidad 
somática y gonadal. Durante la transmisión, las repeticiones tienden a aumentar, 
sobre todo si la herencia es paterna. Tal anticipación es particularmente notable 
en la SCA7, donde pueden darse expansiones de gran tamaño, que causan la 
enfermedad en recién nacidos. 







SCA1 6p22-23 Ataxina 1 6- 39 39- 91 
SCA2 12q24.1 Ataxina 2 14- 32 33 - >200 
SCA3/ EMJ 14q32.1 Ataxina 3 12- 47 51- 89 
SCA6 19p13.1 CACNA1A 3- 18 20- 33 
SCA7 3p12-13 Ataxina 7 4- 35 36- 460 
SCA17 6q TBP 25- 45 45- 66 
DRPLA 12p13 Atropine 6- 35 48- 93 
Tabla IV. Rango de repetición de tripletes en SCA debidas a expansión de triplete CAG. 
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SCAs causadas por expansiones de repeticiones en regiones no codificantes 
En esta tipología de SCAs se incluyen las siguientes: la SCA8, SCA10, SCA12 y 
SCA31 (Koob et al. 1999; Matsuura et al., 2000; Zu et al., 1999; Holmes et al., 
1999 ; Sato et al., 2009) 
Las expansiones patogénicas no codifican ningún aminoácido en la proteína. 
SCA8 está causada por la expasión del triplete CTG en la región 3’ UTR del gen 
ATXN8 de función desconocida.  
La SCA12 se origina por la expansión del trinucleótido CAG en la región 5’ 
UTR del gen PPP2R2B, que codifica para la subunidad regulatoria de cerebro-
específica de la fosfatasa PP2A.  
La SCA10 está causada por una larga expasión del pentanucleótido ATTCT en el 
intrón 9 de ATXN10, también de función desconocida. 
En la SCA31 la mutación consiste en una inserción del pentanucleótido TGGAA 
en los intrones de los genes BEAN (gen asociado con Nedd4, regulador del 
desarrollo) y TK2 (codifica para una timidín kinasa). 
En SCA31, se ha reportado anticipación, mientras que en las otras SCAs 
causadas por expansiones de repeticiones en regiones no codificantes no se ha 
descrito (Matsuura et al., 2000).  
En este grupo de enfermedades es todavía menos conocido el mecanismo que 
conduce a la neurodegeneración, si bien se les atribuye generalmente una 
ganancia tóxica de función. Los datos disponibles, aún limitados, sugieren que 
posiblemente un elemento importante es la acumulación, en focos intranucleares 
de diversas proteínas adheridas a los transcritos de ARN de las repeticiones 
anómalas. En la medida en que han podido ser caracterizadas, muchas de estas 
proteínas son factores de transcripción. Esto parece ocurrir por ejemplo en SCA8, 
SCA10 (Sato et al., 2009; Daughters et al., 2009; Handa et al., 2005). 
Además, recientemente se está proponiendo que la expansión de la proteína 
polialanina expresada por la traducción de la repetición asociada no-ATG 
Antecedentes y Revisión Bibliográfica 
44 
(repeat-associated non-ATG translation) se acumula en el cerebreo humano y en 
el de ratón afectados con SCA8 (Zu et al., 2011). 
 
SCAs causadas por mutaciones puntuales 
En esta categoría de SCAs se suelen incluir las mutaciones que afectan a uno o 
unos pocos nucleótidos. A su vez, las mutaciones puntuales se clasifican, según 
la consecuencia previsible sobre la proteína en mutaciones missense, nonsense, 
frameshift y mutaciones de splicing. Este tipo de mutaciones, en el caso de las 
SCAs, se han descrito en genes que codifican proteínas de canales iónicos, 
proteínas quinasas, proteínas del citoesqueleto, factores de crecimiento de 
fibroblastos, entre otros. En general son menos prevalentes que las SCAs 
causadas por expansión de poliglutaminas, si bien también están menos 
estudiadas. 
Dentro de este tipo se encuentran la SCA5, SCA11, SCA13, SCA14, SCA15/16, 
SCA18, SCA19/22, SCA20, SCA23, SCA26, SCA27, SCA28 y SCA35. 
Los mecanismos por los cuales este tipo de mutaciones dan lugar al proceso 
neurodegenerativo son muy diversos y, aunque en buena medida aún poco 
conocidos, existen en general más datos sobre estos genes y sus rutas. Las SCAs 
causadas por este tipo de mutaciones muestran frecuentemente una ataxia 
cerebelosa más pura, lo cual es congruente con el hecho de que los fenómenos 
histopatológicos parecen más restringidos al cerebelo (Seidel et al., 2012). 
Como resumen se presenta una tabla explicativa de los diferentes mecanismos de 
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TIPOS DE SCAs CAUSADAS POR: 
















SCA1, 2, 3, 7, 17, 
DRPLA 
SCA8, 10, 31 - 
Alteración en la 
translocación 
- - SCA26 
ARN foci - SCA8, 10, 31 - 
Déficits en el 
transporte 
axonal 
- - SCA5, 11 
Problemas en la 
transmisión 
sináptica 
SCA1, 3, 7, 17, 
DRPLA 
- SCA5, 23 
Disfunciones 
mitocondriales 
SCA2, 6, 7, DRPLA SCA12 SCA28 
Alteración en la 
homestasis del 
calcio 
SCA2, 6 SCA12 
SCA5, 13, 14, 15/16, 
27, 29 
Alteración en el 
canal de potasio 
- - SCA13, 19/22 
Tabla V. Mecanismos de patogenicidad implicados en las ataxias cerebelosas 
autosómicas dominantes (Dürr, 2010; Whaley et al., 2011; Fujioka et al., 2013; Hekman 
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3.6  TÉCNICAS DE INVESTIGACIÓN GENÉTICA PARA EL 
DESCUBRIMIENTO DE GENES 
El descubrimiento de mutaciones en genes concretos como causa de 
enfermedades de herencia mendeliana ha experimentado un gran crecimiento a lo 
largo de las últimas décadas; el hallazgo, en 1954, de la doble hélice de ADN por 
Watson y Crick ha sido el primer y fundamental paso para llegar  hasta el actual 
uso de las tecnologías de nueva generación. Un avance también capital se 
produjo en los años 70, cuando Sanger descubrió la técnica de secuenciación del 
ADN (Sanger et al., 1975; Sanger et al., 1977). Este método requería que cada 
comienzo de lectura fuera clonado para producir un ADN de cadena simple. En 
los años 80 se introdujo la secuenciación automatizada con la construcción de 
diferentes robots. Otro gran avance se produjo con la incorporación en el 
laboratorio de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) descrita por Mullis 
en 1987 (Mullis et al., 1987). Con esta técnica se podían multiplicar porciones 
del ADN con una alta fidelidad, para su posterior estudio y análisis. En los años 
90, al no haberse logrado todavía la secuenciación del genoma humano, la 
herramienta utilizada para poder estudiar nuevos genes causales de enfermedades 
era la realización de estudios de ligamiento en familias. El análisis de ligamiento 
es un método de estadística genética que permite identificar el locus asociado a 
una determinada enfermedad, en la que se presume una causa genética, mediante 
el estudio de la cosegregación de alelos de marcadores polimórficos con la 
enfermedad en una o varias familias. Los loci de un mismo cromosoma que están 
físicamente cerca unos de  otros tienden a permanecer juntos durante la meiosis, 
por lo que se dice que están genéticamente ligados. El análisis de ligamiento se 
fundamenta en  que cualquier combinación de alelos de dos loci A y B tiene la 
misma probabilidad de ocurrir cuando se transmiten de manera independiente en 
los gametos, es decir, cuando la fracción de recombinación θ = ½. Sin embargo, 
si θ < ½ se dice que ambos loci se encuentran genéticamente ligados. Existen 
numerosos programas informáticos que permiten llevar a cabo cálculos de 
ligamiento. Cada programa para análisis de ligamiento tiene sus propias 
características y limitaciones (tamaño del árbol genealógico, número de 
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marcadores que se pueden analizar simultáneamente, etc). La mayoría de los 
programas fueron desarrollados para datos de STRs. Los STRs son 
polimorfismos de longitud que pertenecen al grupo de los denominados VNTRs 
(Variable Number of Tandem Repeats). Estos polimorfismos son repeticiones en 
tándem de una secuencia de bases. En función del tamaño estos STRs se pueden 
dividir en minisatélites y microsatélites. Gracias a que estos STRs presentan una 
gran variabilidad entre individuos se utilizaban en ese tipo de estudios.Una vez 
estrechada la región candidata, el paso siguiente es buscar la mutación causal. El 
método más utilizado era la clonación posicional utilizando grandes vectores 
(BACs, YACs).  
En el año 2000 concluyó la secuenciación completa del genoma humano, hecho 
que supuso un gran avance en el conocimiento de la variabilidad genética 
humana. Con el desarrollo de diferentes tecnologías, se empezaron a utilizar 
marcadores denominados SNPs (Single Nucleotide Polimorfism) que son 
polimorfismos de secuencia que consisten en un cambio de una base por otra en 
la molécula de ADN. Estos marcadores presentan una serie de ventajas frente al 
uso de microsatélites. Una de ellas es que son más numerosos, presentan una tasa 
de mutación menor y están distribuidos con mayor densidad y de manera más 
uniforme por el genoma. Además, los SNPs pueden ser analizados más 
fácilmente que los STRs de manera automatizable, rápida, multiple y con menos 
errores, gracias a las nuevas plataformas de genotipado masivo. En los últimos 
diez años se han desarrollado un gran número de tecnologías de genotipado. Los 
chips de SNPs poseen una gran diversidad de utilidades. Una de ellas es el 
estudio de ligamiento en familias, y aunque son menos informativos que los 
microsatélites al tratarse de un cambio de una sola base, nos brindan mucha 
información al existir millones de ellos distribuidos por todo el genoma humano. 
La mayor parte de las mutaciones responsables de las enfermedades hereditarias 
están causadas por mutaciones puntuales. Las técnicas para estudiar  este tipo de 
mutaciones son la secuenciación y las técnicas de genotipado. Los grandes 
reordenamientos del genoma, producidos por extensas inserciones y deleciones, 
pueden detectarse por una serie de técnicas, como por ejemplo el Southern Blot, 
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la PCR en tiempo real y el MLPA. Los cambios de dosis pueden detectarse con 
técnicas como el MLPA, los arrays de SNPs y la hibridación genómica 
comparada (array CGH), entre otras. Las expansiones son un tipo particular de 
mutación, de dificil localización y caracterización; para poder detectarlas se 
utilizan técnicas como el Southern Blot, la RP-PCR y el RED.  
Una de las tecnologías que ha revolucionado el estudio del genoma es la 
secuenciación de última generación o ultrasecuenciación (NGS). Son tecnologías 
de alto rendimiento con las que se pueden secuenciar genomas completos en muy 
poco tiempo, y gracias a ellas, hoy en día se descubren muchos genes causantes 
de enfermedades. Pero también tienen sus limitaciones, ya que todavía no 
permiten amplificar zonas del genoma altamente repetitivas, de modo que 
enfermedades producidas por expansión de nucleótidos no serían detectadas con 
estos estudios. 
  
PACIENTES Y MÉTODOS 
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4. PACIENTES Y MÉTODOS 
 
4.1 EXTENSIÓN DE LA CARACTERIZACIÓN GENEALÓGICA Y 
CLINICA. RECLUTAMIENTO DE PARTICIPANTES 
A partir de la detección inicial de los primeros pacientes con una posible nueva 
SCA, pertenecientes a dos familias separadas, que residían en dos municipios 
distintos de A Costa da Morte, se decidió crear un equipo de investigación, 
constituido por neurólogos y genetistas, para reclutar, evaluar e iniciar el estudio 
genético-molecular que permitiese la detección de la mutación causal de su 
enfermedad. De este modo, se contactó telefónicamente con otros parientes, a los 
que se les propuso la participación en el estudio y se les solicitó su 
consentimiento para ser visitados en su medio o que acudiesen a nuestro 
Laboratorio, en Santiago de Compostela. Se organizaron varias visitas en sus 
domicilios, centros de salud y centros cívicos; la mayoría de ellas tuvieron lugar 
en los concellos de Ponteceso y Cabana de Bergantiños.  
Todos las personas que acudieron a las citas, recibieron las explicaciones 
oportunas sobre la investigación y se les invitó personalmente a participar en el 
proyecto, siempre y cuando fuesen mayores de edad y accediesen a firmar el 
consentimiento informado ad hoc (anexo 1) aprobado por El Comité de Ética e 
Investigación de Galicia.  
A todas las personas que decidieron partipar y fueron finalmente incluidas en el 
proyecto de investigación se les extrajeron muestras de sangre (40 ml, en tubos 
de EDTA) para el estudio genético-molecular y se les realizó una historia clínica 
protocolizada con un examen médico general y neurológico; también se 
revisaron los informes médicos y pruebas complementarias, que se les habían 
realizado previamente en el Hospital Clínico Universitario de Santiago o en otros 
Centros.  
De forma individual, también se llevaron a cabo consultas de asesoramiento 
genético, que duraban unas dos horas. Las personas participantes podían optar 
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por conocer el resultado eventual que indicase su estatus genético de riesgo o 
bien por no saberlo (ver anexo consentimiento informado). Estas consultas 
fueron muy importantes, sobre todo en los casos predictivos. Se trataba de 
explicar con mucha cautela los pros y contras de conocer una enfermedad 
neurodegenerativa de inicio tardío y sin tratamiento. Para ello, se llevaban a cabo 
dos consultas independientes, como está indicado para este tipo de casos, para 
lograr que las personas tomaran la decisión de participar libremente el estudio, 
sin ningún tipo de presión. 
Se diseñó un formulario de recogida de datos clinicos estandarizado (anexo 2) 
para recoger la historia clínica, exploración neurológica y datos generales 
estándar (datos de filiación, antecedentes personales, antecedentes familiares), así 
como campos específicamente implementados para anortar detalladamente los 
síntomas y signos más relevantes en este tipo de enfermedades. Estos datos 
clínicos se dividieron en los capítulos principales: cognitivo, fuerza, signos 
piramidales, signos cerebelosos, pares craneales, sensibilidad, sistema nervioso 
autónomo y marcha. 
En base a los datos de la historia clínica, los individuos fueron clasificados en: 
definitivamente afectados, probablemente afectados, de estado de afectación 
desconocido y probablemente no afectados. Esta clasificación fue muy 
importante para proceder después a los análisis de ligamiento y tratar de 
establecer las clases de riesgo. 
En lo que se refiere a la catalogación de individuos ausentes o fallecidos (como 
probablemente afectados, probablemente no afectados o desconocidos), ésta se 
realizó cotejando información de los parientes en muchos casos, y/o en base a 
documentación escrita (informes médicos, fundamentalmente, pero también 
certificados de defunción), en el caso de disponer de ellos. 
Para la reconstrucción de las genealogías nos basamos en el relato de las 
personas visitadas y en documentación administrativa, civil y eclesiástica, que 
algunos de ellos nos proporcionaban. Se consultaron antiguos documentos 
manuscritos de los siglos XVII al XX (figura 6 y 7) del Monasterio de San 
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Martín Pinario (Santiago de Compostela), donde se encuentran todos los libros 
eclesiásticos antiguos de nacimientos y defunciones de la Diócesis 
Compostelana, a la que pertenece la comarca de A Costa da Morte. Estas 
reconstrucciones nos llevaron a identificar individuos de nuevas ramas de las 
familias (se prestó una mayor atención a las ramas con afectados, pero sin 
desdeñar las ramas con no afectados).  
El gran esfuerzo realizado para construir los árboles genealógicos nos permitió 
diferenciar dos grandes familias, en los que la enfermedad se había transmitido 
de generación en generación: la familia 1 (más de 800 personas) y la familia 2 
(más de 700 personas) (anexo 3). Durante los siguientes meses del proyecto se 
reclutaron dos familias más, familia 3 y familia 4, con muchos menos miembros. 
 
 
Figura 6. Documentos manuscritos del Monasterio de San Martín Pinario (Santiago de 
Compostela). Fotografía cedida por Ramón Moreira. 
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Figura 7. Documentos manuscritos del siglo XVII al XX pertenecientes al Monasterio 
de San Martín Pinario (Santiago de Compostela). Fotografía gentileza de Ramón 
Moreira. 
 
Con toda esta información se construyó una base datos con el programa 
PROGENY® (Progeny Software, LLC), en la que se incluía la información 
genealógica, los datos personales, la exploración clínica y el código de la 
muestra. 
Algunos pacientes que acudieron a visitas al Hospital Clínico Universitario de 
Santiago les fueron practicados diversos estudios complementarios: estudios de 
laboratorio como hemograma, VSG, bioquímica general, CK, ácido láctico y 
pirúvico, proteinograma, vitaminas B12 y E, ácido fólico, estudio inmunológico, 
serología de lúes, estudio del líquido cefalorraquídeo (LCR); radiografía simple 
de tórax; electrocardiograma; estudio electroneuromiográfico; estudio de 
potenciales evocados multimodales (visuales, auditivos y somatosensoriales); 
estudio de resonancia magnética (RM) cerebral y espinal; audiometría. 
Las muestras sanguíneas (sangre total periférica) fueron recogidas de los 
pacientes en tubos EDTA (tapón malva) y posteriormente el ADN genómico fue 
extraído mediante el kit de Promega Wizard® Genomic DNA Purification kit, 
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siguiendo las especificaciones del fabricante. La pureza y la concentración del 
ADN se cuantificaron utilizando el espectofotrómetro NanoDrop ND-1000 
(Termo Scientific). 
Una vez recogidas las muestras sanguíneas se guardaron los leucocitos 
congelados para una posterior extracción del ADN. Se utilizó el kit de Promega 
Wizard® Genomic DNA Purification kit. 
Los leucocitos de los pacientes se conservaron congelados con una sustancia 
llamada RLT (Guanidin Thiocynate: 40 mL RLT + 400 µL Mercaptoethanol) 
que evita la actividad de las enzimas RNasa. A partir de estos leucocitos se puede 
extraer ARN utilizando el protocolo adecuado. 
Se creó una base de datos en la que se iban registrando todas las muestras 
reclutadas en el estudio. Esta base de datos presentaba campos como código de la 
muestra, número de alícuotas de ADN, concentración y pureza de la muestra, 
fecha de extracción y localización en los congeladores del laboratorio.  
 
4.2 ANÁLISIS DE LIGAMIENTO Y RECONSTRUCCIÓN DEL 
HAPLOTIPO ASOCIADO A LA ENFERMEDAD 
Genotipado de microsatélites por todo el genoma para localizar la región de 
ligamiento 
Se genotiparon 68 muestras de pacientes pertenecientes a las familias F1 y F2, 
una muestra CEPH (Centre d’Etudes du Polymorphisme Humaine, CEPH), 
muestra genotipada que está disponible comercialmente, y se utiliza como 
control de calidad, y varios controles internos procedientes de la propia casa 
comercial. Además se realizaron varias réplicas de los pacientes para obtener una 
mayor fiabilidad de los resultados.  
Todas estas muestras fueron genotipadas en un panel de 1091 marcadores 
microsatélites, espaciados con una media de 4 cM por todo el genoma (DeCode 
Genetics, Reykjavik, Iceland). El número de marcadores iba desde 21 en el 
cromosoma 22 hasta 76 marcadores en el cromosoma 1. 
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Los datos resultantes de este estudio se obtuvieron en un formato Excel 
debidamente ordenado para su posterior estudio en los programas de ligamiento. 
 
Estrechamiento de la zona de ligamiento 
a) Genotipado de microsatélites adicionales 
La zona inicial de ligamiento se saturó con marcadores adicionales de tipo 
microsatélite, para identificar posibles nuevos puntos de recombinación y 
estrechar el cerco a la mutación. Para ello se buscaron microsatélites adicionales 
en las bases de datos disponibles (NCBI Map Viewer, UCSC Genome Browser), 
así como microsatélites identificados por nosotros a través de la búsqueda de 
zonas repetitivas en tándem en la región candidata (ver más abajo).  
Estos microsatélites se genotiparon manualmente. Se diseñaron los primers 
necesarios (anexo 4) y se optimizó el genotipado (condiciones de PCR en anexo 
5). Algunos de estos marcadores no eran polimórficos, así que se retiraron del 
estudio. Los que resultaron informativos se genotiparon el toda la serie de 
pacientes y controles sanos. 
 
b) Genotipado de SNPs 
Una vez identificada la zona candidata, para estrecharla se recurrió a genotipado 
de SNPs. Para ello se prepararon muestras de 164 individuos, 63 afectados, 101 
no afectados, de 4 familias, que incluian 96 individos no genotipados 
inicialmente y que se habían reclutado durante el transcurso del proyecto, 
individuos adicionales.  
Se seleccionaron 241 polimorfismos de secuencia única (SNPs) expandidos en 
toda la región de ligamiento, utilizando la versión 130 de dbSNP 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) y HapMap (www.hapmap.org). 
Estos 241 SNPs se genotiparon utlizando la tecnología Sequenom (Sequenom®, 
Inc., San Diego, CA, EE.UU.). Las características que debían cumplir los SNPs 
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seleccionados era tener una frecuencia MAF > 10%, no tener ningún otro SNP 
cercano a menos de 100 bp y haber sido validados en poblaciones caucásicas. 
La tecnología de MassArray® (Sequenom®) se basa en la detección de los 
productos de la reacción de discriminación alélica mediante MALDI-TOF (Oeth 
et al., 2005 y Oeth et al., 2009). Existen dos estrategias de genotipado: hME® y 
Iplex Gold®. En ambos casos el proceso de genotipado consta de dos reacciones. 
En primer lugar se amplifican los fragmentos de ADN que contienen los SNPs de 
interés mediante una PCR multiplex. A continuación se lleva a cabo la reacción 
de discriminación alélica, extensión del primer, fase en la que se diferencian 
ambas estrategias. Los productos de genotipado se resuelven mediante MALDI-
TOF MS (espectrometría de masas), la masa distinta de la imprimación extendida 
identifica el alelo SNP. El análisis de descargas (Typer Analizer®) traduce la 
masa de los cebadores observados en un genotipo para cada reacción. 
Para realizar el genotipado de los 241 polimorfismos se utilizó el ensayo iPLEX 
en formato multiplex. Los resultados se obtuvieron en un archivo Excel con los 
genotipos ordenados para los diferentes SNPs por muestra y posición en el 
genoma. 
 
Análisis de ligamiento 
Una vez obtenidos los archivos Excel resultantes de los diferentes genotipados se 
recodificaron los alelos de los microsatélites y SNPs utilizando el software R 
(www.r-project.org). Estos datos se combinaron con los datos individuales (sexo, 
afectación) y genealógicos (padres) para construir un formato estándar de 
ligamiento. En las figuras 8 y 9 se muestran los diferentes archivos necesarios 
que utilizamos en los programas de ligamiento de dos puntos. 
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Figura 8. Archivo .dat 
 
 
Figura 9. Archivo .ped 
 
Los análisis de ligamiento paramétricos two-point y multipoint y la 
reconstrucción del haplotipo se realizaron utilizando el software Fastlink v4.1 y 
GeneHunter v2.1r5, implementado por la plataforma easyLINKAGE v5.05 
(Lindner and Hoffman et al., 2005) bajo los supuestos de herencia autosómica 
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dominante, penetrancia completa, una frecuencia del alelo mutado de 0,00001 y 
las frecuencias de los alelos iguales en cada marcador (Lindner et al., 2005).  
Por consenso se dice que existe ligamiento cuando el lod score es >3, no existe 
ligamiento cuando el lod score es < -2, y cuando los valores van estre -2 y 3 se 
desconoce si hay o no ligamiento. 
 
Figura 10. Interfaz del programa EasyLINKAGE. 
  
Se utilizó el programa Merlin 1.1.2 para inferir los haplotipos de manera 
combinada utilizando microsatélites y SNPs (Abecasis et al., 2002). Cuando los 
datos de la familia no eran informativos se utilizó PHASE 2.1.1 (Stephens et al., 
2001; Stephens and Donnelly, 2003) especificando los haplotipos conocidos. El 
programa PHASE implementa el método estadístico bayesiano para la 
reconstrucción de haplotipos utilizando los datos genotípicos de la población. 
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Se genotiparon 87 individuos utilizando el programa PHASE 1. Los portadores 
obligados y los individuos sanos se incluyeron en el análisis para establecer fase.  
Los haplotipos en los individuos control fueron estimados utilizando PHASE, y 
la posición relativa de la mutación se creó dentro del haplotipo. Los ratios de 
crecimiento de la población de 0.05 y 0.07 utilizados para los cálculos, se 
basaron en datos previos de la población Europea y del censo histórico gallego 
(http://www.ine.es). Se estimaron dos porcentajes alternativos de portadores de la 
mutación, considerando la prevalencia de la enfermedad de 1:10000 o 1:20000. 
 
4.3 BÚSQUEDA DE LA MUTACIÓN CAUSAL 
4.3.1 Secuenciación de genes candidatos 
Una vez delimitada la zona candidata con los análisis de ligamiento se buscaron a 
través del Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) los genes de la región.  
Las parejas de primers fueron diseñadas con el programa Primer3 v. 0.4.0 
(http://frodo.wi.mit.edu/) con los siguientes criterios: longitud (entre 15-30 
bases), contenido CG (40-60%), temperatura de melting (Tm= 55- 60ºC) similar 
para ambos primers, con el fin de cubrir tanto las regiones exónicas como las 
uniones intrón-exón, se situaron en regiones intrónicas, a aproximadamente 60 
bases de la zona a amplificar y secuenciar.  
Para excluir la posibilidad de secuencias repetitivas, se alinearon los primers, 
utilizando BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/con), a las secuencias de ADN 
depositadas en las bases de datos del NCBI. Los primers utilizados se 
representan en el anexo 4. Las concentraciones de trabajo de los primers fueron 
10 μM (dilución 1/10 del stock 100μM).  
La amplificación de los exones de los 23 genes conocidos y predictivos, así como 
de los ARN pequeños no codificantes de la zona de interés se llevó a cabo 
mediante PCR. Las cantidades de reactivos así como las condiciones 
seleccionadas para llevar a cabo la amplificación se pueden observar en el anexo 
5. Los genes candiadatos se secuenciaron en 2 afectados y en 2 no afectados. 
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Los termocicladores que se utilizaron tanto en la amplificación como en el resto 
de pasos hasta la consecución de la secuencia de ADN fueron de varios tipos: 
DNA Engine Dyad® (Bio-Rad), Veriti® Thermal Cycler (Life Technologies, 
Applied Biosystems) se utilizaron indistintamente según su disponibilidad en el 
laboratorio. 
 
Comprobación del producto amplificado 
Los productos de PCR han sido visualizados por dos métodos: E-Gel® 96 al 1% 
(Invitrogen) y Agilent ADN 1000 Kit.  
Los geles E-Gel® son geles de agarosa que no contienen buffer, permiten realizar 
electroforesis rápidas y de alto rendimiento. El Agilent 2100 bioanalyzer es un 
instrumento, que utiliza la tecnología LabChip® para el análisis de ADN en 
micro-chips prefabricados de vidrio o polímero, de modo que se aumenta la 
velocidad de análisis y la precisión. Ambos métodos de comprobación se 
utilizaron siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
 
Purificación del producto amplificado 
Una vez hecha la comprobación, los ADNs amplificados se sometieron a una 
reacción en la que se eliminaron las posibles impurezas. Para ello se utilizó el 
reactivo EXOSAP-IT® de USB Corporation (Cleveland, Ohio). El EXOSAP-IT® 
consigue preparar el ADN amplificado para una mejor secuenciación. Está 
compuesto por dos enzimas hidrolíticas, exonucleasa I recombinante y fosfatasa 
alcalina de camarón (Pandauls borealis), formuladas en un tampón especial. La 
exonucleasa degrada los residuos monocatenarios de los primers o de cualquier 
otro ADN producido en la PCR mientras que la fosfatasa se encarga de hidrolizar 
los dNTPs sobrantes de la mezcla de PCR. Las cantidades utilizadas para esta 
reacción fueron 2.15 μL de producto amplificado y 0,85 μL de EXOSAP-IT®, 
con una reacción de 37ºC durante 15 minutos (fase de tratamiento) y 
posteriormente 80ºC 15 minutos (fase de inactivación). 
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Reacción de secuencia 
Finalmente se llevó a cabo la reacción de secuencia previa a la secuenciación 
automática, para la cual se utilizó el BigDye® Terminador v3.1 Cycle Sequencing 
kit (Applied Biosystems). Las cantidades de reactivos utilizadas fueron 1,2 μL de 
ADN purificado, 0,75 μL de primers, 3 μL de BigDye Terminator v3.1 
Sequencing Buffer (5x), 9 μL de Agua MQ y 0,6 μL de BigDye Terminator v3.1.  
Las condiciones para la reacción de secuencia fueron: desnaturalización inicial de 
96ºC (3 minutos) y 25 ciclos de 96ºC (30 segundos) / 50ºC (15 segundos) / 60ºC 
(4 minutos). 
El termociclador utilizado fue un termociclador de placas de 96 pocillos 
(GeneAmp® PCR System 2700 o 9800 Fast, Applied Biosystems). 
 
Purificación previa a la secuenciación 
Una vez concluida la reacción de secuencia, fue necesaria una purificación para 
eliminar restos de sales, nucleótidos marcados no incorporados, enzima y otros 
productos que interfieren con la señal y reducen la calidad de la secuencia. Esta 
purificación se realizó con el Montage TM SEQ96 Sequencing Reaction Cleanup 
Kit (Millipore Corporation, Billerica, USA) según el siguiente protocolo 
recomendado por la casa comercial. 
 
Secuenciación automática 
Finalmente se tienen las muestras preparadas para que se introduzca la placa en 
el secuenciador automático. En nuestro laboratorio se utiliza el secuenciador ABI 
3730xl de Applied Biosystems que posee 96 capilares.  
Los electroferogramas se analizaron con el paquete informático STADEN 
(http://staden.sourceforqe.net/, Staden, 1996). En él se introduce la secuencia 
referencia en formato txt, junto los electroferogramas que pretenden compararse 
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con ella. Como resultado se presentan las secuencias nucleotídicas alineadas, con 
las variantes identificas resaltadas en color. 
 
Las variantes encontradas en los genes candidatos se descartaron siguiendo unos 
criterios de exclusión, que fueron: 
- Las variantes tenían que estar presentes en los dos afectados y no estarlo en 
los no afectados. El estar presente en alguno de los no afectados era un 
criterio secundario, ya que el no afectado podía estar mal clasificado. 
- Las variantes tenían que estar situadas en exones o en regiones reguladoras. 
- Las variantes tenían que tener algún significado funcional. 
- Las variantes no podían estar presentes en más del 0,5% de la población 
caucásica en bases de datos (MAF < 0,5%) 
Todas las variantes encontradas que cumplían estos criterios, se secuenciaron en 
4 afectados y 4 no afectados a mayores para saber si cosegregaban. 
 
4.3.2 Ultrasecuenciación de la región candidata 
La ultrasecuenciación de la región candidata se realizó utilizando la tecnología de 
Roche Diagnostics/454 Life Sciences (http://www.454.com) y NimbleGene 
Sequence Capture. 
Esta técnica combina la PCR en emulsión de una molécula simple con la 
pirosecuenciación. La tecnología 454 utiliza el protocolo que puede observarse 
en la figura 11.  
Se analizaron dos individuos de una de las familias más grandes, familia F1, uno 
afectado por la enfermedad y otro sano (21 μg de ADN genómico y 
concentración como mínimo 250 ng/μl) para comparar las secuencias de ambos y 
poder observar diferencias entre ellos, las variantes HCDiffs (high confidence 
differences). 
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Los reads de secuencia fueron mapeados frente a la versión del "Human Mar. 
2006 (NCBI36/hg18) Assembly” con el Roche Newbler software (versión 
2.0.01.12) utilizando los ajustes del software por defecto.  
Las variaciones se categorizaron en variantes de alta calidad (HCDiffs) cuando la 
variante estaba presente en al menos 3 reads (lecturas) no duplicados que 
incluyeran al menos una lectura forward y otra reverse, o que la variante se 
observara en al menos 5 reads con porcentajes de calidad superiores a 20. Estos 
criterios de filtrado de variantes utilizados en nuestro estudio fueron los 
utilizados por Hoischen y colaboradores (2010). 
Las variantes con mayor posibilidad de ser causales se analizaron en dos 
afectados y dos no afectados mediante la secuenciación Sanger. 
 
Figura 11. Roche 454 (Voelkerding et al, 2009) 
 
Pacientes y Métodos 
65 
4.3.3 Análisis de dosis: arrays y PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 
Para estudiar las potenciales deleciones o duplicaciones que podría haber se llevó 
a cabo un genotipado de la región de interés utilizando diferentes tecnologías. 
- Genotipado high-throughput de individuos afectados y no afectados con el 
array “Affymetrix® 6.0 genome-wide array”. El “Genome-Wide Human SNP 
Array 6.0” de Affymetrix es un array que contiene más de 1.8 millones de 
marcadores con una distancia media de separación entre marcadores de 700 pares 
de bases.  
Este array incluye 277 SNPs situados entre los límites de recombinación de la 
región candidata (rs2422752- D20S181). Se analizaron 10 muestras, 8 de ellas de 
pacientes y 2 de no afectados. 
Los archivos de número de copia (CNCHP) se generaron con el programa 
Genotyping Console® y fueron visualizados con el programa Affymetrix® 
Chromosome Analysis Suite (CHAS).  
Se utilizaron los criterios que vienen en el algortimo de High resolution del 
propio software. Este detecta cualquier zona sospechosa siempre que tenga un 
tamaño mayor que 100 kb y 50 marcadores, presente en casos y no en controles. 
 
 
Figura 12. Chip Affymetrix®. 
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- Para estudiar la zona en un nivel más fino de resolución se construyó un array 
CGH customizado de 60.000 oligonucleótidos (qGenomics) que cubría 1.9 Mb 
de la región de interés. Este tipo de array permite buscar alteraciones en el 
número de copias de ADN a través de cientos o miles de localizaciones 
genómicas puntuales. Las variaciones en la intensidad de los patrones de 
hibridación de los ADNs en estas sondas se interpretan como diferencias en el 
número de copias entre el genoma del paciente y el control. Cuando el cociente 
es mayor de 1,5 se dice que existe una duplicación, y cuando es menor de 1,5 que 
existe una deleción (figura 13).  
En este estudio se incluyeron 6 afectados frente a 6 controles, y además se 
hibridaron 2 pools de muestras afectadas (uno de ellos con 14 pacientes 
afectados, y el otro con 18) frente a dos pools de no afectados (14 afectados en el 
primer pool y 18 en el segundo). 
Para el análisis de datos se utilizó el software Agilent Genomic Workbench® 
(Agilent Technologies) y el algoritmo ADM-2 (Aberration Detection Method 
Algorithms) que identifica los intervalos aberrantes en las muestras dando unos 
log ratios consistentes altos o bajos en función del score estadístico. Al realizar el 
análisis se tuvieron en cuenta una serie de criterios como que hubiera un número 
mínimo de sondas (2-3) que abalasen el resultado y que no existiera ningún CNV 
conocido. 
























Figura 13. Procedimiento del array CGH.  
 
- Se realizaron varios estudios de dosis (Real Time) de diferentes genes. Se 
utilizaron sondas TaqMan® (TaqMan copy number assay, Applied Biosystem) de 
los genes NOP56, IDH3B y TMC2. Se analizaron los exones 2 
(HS00642046_cn), 3 (HS02180916_cn) y 8 (HS01516149_cn) de NOP56. El 
exón 8 (HS00478578_cn) de IDH3B y los exones 3 (HS02182181_cn), 4 
(HS01298289_cn) y 5 (HS02097359_cn) de TMC2. Se utilizaron los ensayos que 
se pueden observar en las figuras 14, 15 y 16 en diferentes miembros de las 
familias F1-F4, tanto afectados como personas sanas. 
Para el gen NOP56 se estudiaron 22 no afectados frente a 26 afectados para el 
exón 2, 17 no afectados frente a 12 afectados para el exón 3 y 8 no afectados 
frente a 8 afectados para el exón 8. Para el gen TMC2 se estudiaron 8 no 
afectados frente a 19 afectados para el exón 3, 9 no afectados frente a 17 
afectados para el exón 4 y 9 no afectados frente a 17 afectados para el exón 5. 
Para estudiar el exón 8 del gen IDH3B se compararon 8 no afectados frente a 8 
afectados. 
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El análisis de los datos obtenidos de los ensayos real time con sondas TaqMan® 
se realizó utilizando el método Livak. Este método, llamado método 2 delta-delta 
Ct, siendo Ct los valores del umbral de ciclo, expresa la proporción obtenida de 
la relación entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct del control, tal y 
como se muestra en la siguiente ecuación: 
Ratio= 2 -ΔΔCt   
Si el cociente obtenido al realizar los ensayos de dosis con sondas TaqMan®, es 
igual o similar a 1 quiere decir que no existe una alteración en la dosis. Si es 1,5 





Figura 14. Pre-designed and Custom Plus TaqMan® Copy Number Assays. NOP56 
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Figura 15. Pre-designed and Custom Plus TaqMan® Copy Number Assays. TMC2 
exones 3, 4 y 5. 
 
 
Figura 16. Pre-designed and Custom Plus TaqMan® Copy Number Assays. IDH3B 
exón 8. 
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El protocolo utilizado para hacer la PCR en tiempo real fue el siguiente: 
1- Preparación de un mix para cada muestra de ADN genómico que incluía: 
2x Taqman Universal Master Mix (Applied Biosystem) - 10 µl 
H2O DEPC – 7,5 µl 
ADN genómico – 1,5 µl 
Ensayo correspondiente – 1 µl 
 
2- El programa de PCR fue el siguiente: 
95º-------10’ 





4.3.4 Análisis de fragmentos de ADN repetitivo 
Puesto que una de las hipótesis más plausibles era que la mutación causante fuese 
una expansión de una región de ADN repetitiva, se buscaron dentro de los límites 
la región de interés de 2,4 Mb fragmentos consistentes en repeticiones 
nucleotídicas en tándem. Los criterios de búsqueda fueron los siguientes: 
- Repeats constituidos por un mínimo de 3 y máximo de 7 nucleótidos en 
cualquier combinación. 
- Que la unidad de repetición se repitiese al menos 4 veces. 
Se diseñaron los primers con primer3 que flanqueaban el fragmento genómico 
que contenía cada repeat. Se genotiparon a través de amplificación por PCR y 
análisis de fragmentos en el secuenciador ABI 3730 xl en tres afectados y tres no 
afectados, incluyendo núcleos familiares. Los datos se analizaron con el software 
GeneMapper (Applied Biosystem). Los primers utilizados para genotipar estos 
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motivos de interés se encuentran en el anexo 4. Las condiciones de PCR 
utilizadas se observan en el anexo 5. 
Aquellos en los que únicamente los afectados resultaron homocigotos se 
genotiparon en individuos adicionales para comprobar si podían o no tener un 
patrón de "pérdida de heterocigosidad" con inconsistencia en la transmisión (no 
amplificación de un alelo expandido). 
Los repeats que resultaron polimórficos, sirvieron para una finalidad adicional: 
contribuir al estrechamiento de la región candidata (ver arriba). 
 
4.3.5 Southern blot 
El southern blot es una técnica de hibridación que permite identificar fragmentos 
específicos de ADN (Southern, 1975).  
Para descartar la posibilidad de que la mutación causante fuese una expansión de 
ADN demasiado grande para ser detectada por ninguna de las otras técnicas 
empleadas, se puso a punto el procedimiento de southern blot radiactivo con P32, 
teniendo como diana únicamente la región concreta de NOP56 y proximidades en 
la que uno de los repeats identificados (ver arriba) parecía mostrar un patrón de 
inconsistencia mendeliana y pérdida de heterocigosidad (LOH) en los afectados.  
Se analizaron 134 personas de los diferentes nucleos familiares, de las cuales 60 
eran pacientes y 74 no afectados.  
La sonda se diseñó utilizando el protocolo de High Fidelity (Roche Applied 
Science) y tenía 715 pb.  
 
10x High Fidelity PCR Buffer with MgCl2 -2.5 µl 
2 mM dNTPs mix- 2.5 µl 
Primer I (NOL5A-2F) - 1.5 µl (anexo 4) 
Primer II (NOL5A-3R) - 1.5 µl (anexo 4) 
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High Fidelity PCR Enzime mix- 0.3 µl 
Water nuclease free- 15.7 µl 
ADN- 1 µl 
 
El programa de ciclado fue el siguiente: 
 
95º-------4’ 






La sonda se marcó con P32 y se procedió a través del siguiente protocolo: 
1- Se corrió el producto de PCR en un gel de agarosa 1%. 
2- Se cortó la banda y se purificó con “GFX PCR DNA and gel band purification 
kit” (GE Healthcare). 
3- La sonda fue marcada con [P32]-dCTP con una actividad específica de 3000 
Ci/mmol (Perkin Elmer), utilizando el kit “Prime It II Random Primer Labelling 
Kit” (Agilent Technologies). 
 
Adición de: 1 µl sonda ( ±25 ng) 
        23 µl agua 
        10 µl Ramdom primers 
Desnaturalización de la sonda 5 minutos a 95ºC 
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Adición de: 10 µl Buffer 5x 
         5 µl 32P dCTP 
         1 µl klenow (exopolimerasa) 
Incubación 37-40º C durante 5  minutos 
Adición 2 µl de STOP MIX 
Purificación de la sonda marcada: Ilustra Probe Quant G-50 Micro 
columns 
Se vorteó la resina 
Centrifugación 1 minuto a 735xg 
Adición de la muestra a la columna de purificación 
Centrifugación 2 minutos a 735xg 
 
Las muestras de ADN (10µg) se digirieron con la enzima de restricción BsmI 
(New England Biolabs y Fermentas). Para ello se utilizó un volumen final de 
digestión de 50 µl, 10 ug ADN, 2.5 µl de NEB Buffer 4 (10x) y 4 µl de la 
Enzima BsmI. Se digirió  toda la noche a 65ºC (NEB) o 37ºC (Fermentas). Se 
inactivó a 80ºC- 20º minutos (NEB), 65ºC-20 minutos (Fermentas). Se hizo una 
electroforesis de las muestras en un gel de agarosa al 0.8%. 35 voltios toda la 
noche. Se fotografió el gel con una regla al lado para determinar tamaños 
alélicos. El gel se trató con diferentes soluciones, solución de purinización HCl 
0.25 M, solución de denaturalización (1.5M NaCl + 0.5 M NaOH) y solución de 
neutralización (1.5M NaCl + Tris-HCl ph7.4). Se realizó la transferencia 
overnight en SSC10x a una membrana de nylon Hybond-N+ (GE Healthcare). La 
membrana se trató con NaOH 0.4M, solución neutralización (0.2 Tris-HCl 
pH7.5), SSC2x y se secó con luz ultravioleta, crosslinker (700J/m2). 
Para realizar la hibridación se utilizó la solución de hibridación Amersham 
Rapid-hyb buffer. Se hibridó toda la noche la membrana con la sonda marcada y 
solución de hibridación (10 ml) a 65ºC. Antes del revelado la membrana se lavó 
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con 20xSSC + 0.1% SDS a temperatura ambiente, y con 1xSSC + 0.1% SDS a 
65ºC.  
 
4.4 RP-PCR: FLUORESCENT REPEAT-PRIMED PCR 
La RP-PCR (repeat primed polymerase chain reaction) se desarrolló por primera 
vez para el rastreo de alelos expandidos de la distrofia miotónica (Warner, 1996): 
consiste en una amplificación por PCR utilizando un primer específico de la 
expansión, lo cual favorece la amplificación de los alelos expandidos. 
Esta técnica permite la detección de expansiones de cualquier tamaño, aunque la 
identificación del alelo de menor tamaño resulta complicada y no permite la 
determinación del número de repeticiones. La utilización combinada de dos 
técnicas basadas en la PCR, la PCR convencional que permite identificar los 
alelos no patológicos y determinar con exactitud el número de repeticiones, junto 
con la RP-PCR que permite detectar la presencia o ausencia de expansiones en el 
rango patológico, pueden ser utilizadas en el ámbito rutinario de diagnóstico 
como confirmación de las expansiones observadas por análisis de southern blot. 
El protocolo que se llevó a cabo para la realización de la RP-PCR utilizando el 
kit “AmpliTaq Gold® 360 Master Mix and 360 DNA Polymerase” (Applied 
Biosystems) fue el siguiente: 
 
60 ng de ADN 
200 mM de cada dNTP 
1.5 mM MgCl2 
5 ml de 360 GC Enhancer  
1.25 U AmpliTaq Gold® 360 DNA Polymerase 
1x buffer  
0.8 mM reverse primer universal (anexo 4) 
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0.8 mM forward primer (anexo 4) 
0.8 mM forward primer y 0.08 mM primer repeat específico (Kobayashi et 
al., 2011). (anexo 4) 
 




63,5º-------30’’             x 40 ciclos 




Los fragmentos fueron separados en un secuenciador automático ABI 3730 xl y 
los alelos fueron determinados mediante el software GeneMapper (Applied 
Biosystem). El análisis se realizó a 161 individuos de las familias F1 a la F10. 
 
4.5 ANÁLISIS DEL TAMAÑO DE LA EXPANSIÓN EN RELACIÓN 
CON LA GENERACIÓN Y EDAD DE INICIO DE LOS SÍNTOMAS 
En 34 pacientes se comparó el tamaño de la expansión analizado por southern 
blot con el inicio de los síntomas y la edad de los pacientes. Se compararon 
pacientes de tres generaciones sucesivas. 
Se realizó un análisis estadístico de Kaplan-Meier para saber si la variación era 
estadísticamente significativa. 
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4.6 CARACTERIZACIÓN DE LA ESTRUCTURA DEL FRAGMENTO 
HEXANUCLEOTÍDICO INTRÓNICO DE NOP56 
Puesto que se sabe que la estructura interna de los fragmentos de ADN repetidos 
en tándem (microsatélites) puede determinar la mayor o menor estabilidad del 
repeat y la tendencia a sufrir expansiones, para elucidar la estructura y la 
variabilidad del repeat intrónico de NOP56 se secuenciaron productos de PCR 
obtenidos de alelos homocigotos no expandidos de NOP56 mediante 
secuenciación de Sanger.  
Se secuenciaron también productos de PCR obtenidos a partir de los portadores 
de la expansión para poder caracterizar el alelo no expandido en cada paciente. 
Ver los primers utilizados en anexo 4 y las condiciones de PCR en anexo 5. 
Los trazados electroforéticos se analizaron visualmente para deducir la 
composición nucleotídica exacta, el número y orden de las unidades repetidas 
hexanucleotídicas en cada caso. 
Se anotó de forma esquemática la estructura del alelo, indicando la secuencia 
exacta y el número de repeticiones, asi como la presencia o no de variantes 
dentro de la estructura repetitiva. 
 
4.7 ANÁLISIS DE LA EXPANSIÓN DE NOP56 EN PACIENTES  CON 
ATAXIA O PARAPARESIA ESPÁSTICA 
En Galicia como en muchas otras regiones del mundo todavía existe un gran 
número de pacientes afectos de heredoataxia, en los que se desconoce la 
mutación causal. Este tipo de enfermedades suelen tener características clínicas 
muy solapadas; por ello se decidió analizar la expansión de NOP56 en este tipo 
de pacientes pendientes de filiación. 
Se realizó el análisis de la mutación por análisis de RP-PCR a 160 casos gallegos 
con sospecha de ataxia pero sin mutación conocida hasta el momento. 
Posteriormente, se analizaron 30 individuos de las familias F3-F10 (familias con 
casos con la expansión de NOP56), así como 214 pacientes españoles con 
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paraparesia espástica de etiología desconocida y 234 individuos sanos gallegos, 
sin enfermedades neurológicas y mayores de 65 años. 
 
4.8 ESTIMACIÓN DE LA EDAD DE LA MUTACIÓN 
Para estimar la edad del ancestro común portador de la mutación más reciente se 
utilizó un método probabilístico con el programa ESTIAGE (Genin et al., 2004). 
Este método se basa en la longitud del haplotipo compartido entre los portadores 
de la mutación. Para ello se utilizaron 14 microsatélites y un SNP situados 
alrededor de la mutación en una región de 4,98 Mb. Se estudiaron 10 portadores 
de la mutación que representaban a cada familia. 
Para realizar la datación de la mutación se utilizó el programa DMLE+ 2.3 
(http://dmle.org). Este software implementa el método bayesiano basado en el 
desequilibrio de ligamiento observado entre la mutación de la enfermedad y los 
marcadores ligados (Reeve and Rannala, 2002; Rannala and Reeve, 2003).  
El ratio de crecimiento de la población de 0.05 y 0.07 que se utilizaron para los 
diferentes cálculos, se basaron en los datos previos de las poblaciones europeas y 
en el censo histórico gallego (http:/www.ine.es/). Se estimaron dos porcentajes 
alternativos de portadores de la mutación, considerando la prevalencia de la 
enfermedad de 1:10.000 y 1:20.000. 
 
4.9 COMUNICACIÓN DE RESULTADOS A LOS PACIENTES Y 
FAMILIAS 
Una vez realizados los análisis genéticos de cada una de las personas que 
aceptaron participar en el proyecto, se llevó a cabo una consulta de 
asesoramiento genético en la que se comunicaron los resultados obtenidos.  
Se realizaron varias consultas con personas de las diferentes familias, que se 
citaban en conjunto para explicarles los resultados del proyecto, y después 
individualmente para proporcionar los resultados personales. En estas consultas 
de dos horas de duración, se explicaba la implicación que tenían los resultados de 
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las pruebas realizadas. Se diseñó un modelo de informe para los casos positivos y 
otro para los casos negativos (anexo 6). 
Se llevaron a cabo diferentes reuniones con todos los pacientes y sus familias en 
el auditorio de Cabana de Bergantiños, durante los años en los que ejecutó el 
proyecto, para explicar las diferentes fases de éste. En estas reuniones se 
proporcionaba información en papel y se explicaban los diferentes objetivos 









A lo largo de los apartados siguientes se describen los resultados según se fueron 
obteniendo a lo largo del avance de la investigación. Los resultados de cada fase 
del proyecto condicionaron o contribuyeron a refinar el planteamiento de las 
fases siguientes. Para mayor claridad, esto se refleja en el siguiente esquema-
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Figura 17. Esquema-resumen de la evolución del proyecto. 
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Estos resultados fueron objeto de comunicación y/o publicados en diversos 
artículos (anexo 9). En el esquema se refleja también el artículo en el que 
quedaron recogidos los diversos resultados: Arias et al. 2008; García-Murias et 
al., 2012; Arias et al., 2014. 
 
5.1 ANÁLISIS GENEALÓGICO Y CLÍNICO DE LAS FAMILIAS. 
CLASIFICACIÓN DE LOS PARTICIPANTES SEGÚN SU ESTADO 
DE AFECTACIÓN 
La caracterización clínica y la recogida de datos genealógicos de las familias 
estudiadas a lo largo de este trabajo tuvieron lugar en diversas fases y por 
diferentes cauces, que se esquematizan en la figura 18. 
 
CARACTERIZACIÓN

















bases de datos 























A partir de aquí comenzó el presente proyecto
F1
 
Figura 18. Esquema en el que se representa el número de individuos analizados en las 
diferentes fases del estudio. Cuadros verdes = individuos en cada categoría.  
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Antes de poner en marcha el genotipado era imprescindible extender los pedigrís 
y caracterizarlos lo más exhaustivamente posible desde el punto de vista clínico, 
no sólo genealógico, para garantizar que los individuos fuesen diagnosticados 
como afectados o no afectados con el menor riesgo posible de error para realizar 
el análisis de ligamiento.  
Se reclutaron diferentes miembros de las familias F1-F4 en el área geográfica de 
A Costa da Morte y A Coruña durante aproximandamente 18 meses. 
Posteriormente se reclutaron además tres familias de los alrededores de A Coruña 
y otras tres familias de la provincia de Pontevedra (figura 18). En total, a lo largo 
del estudio fueron reclutadas 197 personas pertenecientes a 13 núcleos familiares 
independientes (151 F1-F3, 10 F4-F10, 28 asintomáticos u oligosintomáticos F1-
F10 y 8 pacientes F11-F13 reclutados por diagnóstico), es decir, para los cuales 
no se pudieron establecer relaciones definitivas de parentesco o identificar 
antepasados comunes tras entrevistas detalladas dirigidas y revisión exhaustiva 
de la documentación disponible. 
 
 
Figura 19. Mapa de Galicia con las zonas de reclutamiento de pacientes. 
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En el anexo 3 se representan los árboles genealógicos detallados de las familias 
F1-F13. Prácticamente todos los afectados reconocían en sus familias algún 
antepasado con la enfermedad. Observamos que existían pacientes en todas las 
generaciones y los síntomas de enfermedad estaban presentes tanto en hombres 
como en mujeres. La enfermedad la transmitían también tanto hombres como 
mujeres, a sus hijos de cualquier sexo, sin indicio de predominio de la 
enfermedad entre varones ni mujeres. Todo ello sugería una herencia dominante 
con penetrancia completa o prácticamente completa. En algunos casos el 
progenitor afectado parecía presentar síntomas más leves y de inicio unos años 
más tarde que sus descendientes afectados.  
Los pedigrís más extensos son la F1, con aproximadamente 680 personas 
ubicadas en el árbol, y F2, con aproximadamente 710 miembros identificados;  
ambas familias son originarias de la zona de A Costa da Morte. Estas y las otras 
dos familias empleadas para el análisis de ligamiento (F3, F4) pueden verse en el 
anexo 3. Además, a lo largo del desarrollo del proyecto se identificaron 6 casos 
índices que no pertenecían a ninguna de estas cuatro familias, lo que llevó a ir 
añadiendo genealogías de las que se pudieron construír también los árboles con 
posterioridad (F5 a F10). También se identificaron 8 individuos más, a través del 
diagnóstico clínico (F11-F13). De este modo, el número total de individuos 
ubicados en alguna de las genealogías, vivos o fallecidos, a través de las 
exhaustivas entrevistas y revisión de documentación, asciende a 1.832: 75 
afectados, 101 no afectados y más de 400 individuos en situación de riesgo. 28 
personas a riesgo (hijos o nietos de pacientes con la ataxia de A Costa da Morte) 
expresaron su deseo de conocer el resultado de su análisis genético, lo cual se 
llevó a cabo a través de un protocolo de asesoramiento genético individualizado, 
que incluyó dos visitas y dos tomas de muestra independientes para el análisis 
(figura 18). 
Las principales características del cuadro clínico se recogen en la tabla VI para 
44 de los pacientes estudiados (fase intermedia del proyecto, García-Murias et 
al., 2012). El primer síntoma de la enfermedad referido por la mayor parte de los 
pacientes consistió en una marcha inestable, que en la mayoría de los casos 
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comenzó alrededor de los 50 años (edad media de 53, rango de 29 a 63 años), 
seguida de disartria, torpeza de extremidades y pérdida de agudeza auditiva. 
Algunos pacientes referían vértigo, mareos y visión borrosa. La mayoría 
apreciaron pérdida de audición al comienzo, incluso en algún caso antes de los 
problemas de inestabilidad. La progresión de los síntomas fue lenta y muchos de 
los afectados caminaban sin ayuda, incluso trascurridos más de 10 años desde 
inicio de los síntomas.  
Las dificultades en el habla, en forma de disartria eran apreciadas generalmente 
unos años después del inicio de los síntomas, aunque algunos pacientes referían 
la presentación de ataxia y disartria simultáneamente. La disartria era 
fundamentalmente de tipo cerebeloso y estaba presente en el 90% de los 
pacientes. En fases más avanzadas de la enfermedad también la disartría podía 
tener, en algunos casos, también características de disartria bulbar o espástica. En 
el 65% de los pacientes se observaron fasciculaciones linguales. En fases tardías 
algunos pacientes presentaban disfagia neurógena leve o moderada, con 
dificultad inicial para la deglución de líquidos. Ningún paciente de los evaluados 
precisó la colocación de sonda nasogástrica o gastrostomía percutánea 
endoscópica para su alimentación. En el 50% de los pacientes se observó 
nistagmus y alteración de los movimientos oculares horizontales (movimientos 
sacádicos lentos, persecución lenta e inestabilidad de fijación). En un 9% de 
pacientes se observó una leve ptosis palpebral. Un 40% de los pacientes 
presentaban datos de afectación piramidal (hiperreflexia y signo de Babinski), 
pero en sólo la mitad de estos se objetivó espasticidad. No se detectó en ninguno 
de ellos amiotrofia ni fasciculaciones en los músculos del tronco y extremidades. 
La mayoría de los pacientes no presentaban afectación cognitiva, sólo en dos 
casos se observó un ligero deterioro cognitivo con características subcorticales 
frontales. No se encontraron en ningún paciente alteraciones sensitivas ni datos 




Figura 20. Porcentajes de los diferentes signos clínicos encontrados en los pacientes. 
 
Se realizaron estudios de resonancia magnética (RM) a 9 pacientes de diferentes 
edades. No se observaron alteraciones de la sustancia blanca ni atrofia cortical 
relevante, con la excepción de un paciente hipertenso, en el que se objetivó 
leucoariosis. Los estudios de RM mostraron en individuos jóvenes afectados una 
atrofia vermiana superior que en pacientes con formas más avanzadas de 
enfermedad se extendía a todo el vermis y a los hemisferios cerebelosos. En 
etapas tardías se observó pérdida de volumen en la protuberancia y el bulbo 
raquídeo, remedando un patrón de atrofia olivopontocerebelosa (figura 21).  
Los estudios de audiometría tonal, realizados en 6 pacientes, mostraron pérdida 
auditiva bilateral neurosensorial de moderada a severa, con caídas de 40 o más 
dB en frecuencias superiores a 2500 Hz. En el estudio de potenciales evocados 
auditivos de tronco se observo ausencia o disminución de la amplitud de las 
ondas I y II. Los estudios de potenciales evocados sematosensoriales realizados 
en 5 pacientes (tres hombres y dos mujeres, con edades comprendidas entre los 
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60 y los 80 años) mostraron leve disminución de la conducción central al 
estimular en miembros inferiores. Los estudios de electroneuromiografía 
realizados en 9 pacientes de entre 57 y 90 años, mostraron velocidades de 
conducción nerviosa periférica normales, tanto motoras como sensitivas. Sólo se 
detectaron fasciculaciones indicativas de denervación en los músculos linguales. 
Los potenciales evocados visuales resultaron normales. 
 
 
Figura 21. Imágenes de RM potenciadas en T1 de tres pacientes con SCA36 de 
diferentes edades. Las imágenes sagitales y axiales pertenecen a pacientes de 52 años (A 


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Como resultado del reclutamiento de pacientes y controles, se ha construido una 
colección de aproximadamente 400 muestras. Esta colección de muestras de 
pacientes y controles utilizados en el presente estudio se encuentra depositada en 
las instalaciones de la Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica, 
formando parte de la colección registrada C.0001360 en el Instituto de Salud 
Carlos III para la línea de enfermedades neurológicas, cuya responsable es la Dra 
María Jesús Sobrido.  
Todas estas muestras se encuentran registradas en una base de datos que presenta 
los siguientes campos: código de la muestra, número de alícuotas de ADN, 
concentración y pureza de la muestra, fecha de extracción, número de alícuotas 
de leucocitos, número de leucocitos en RLT, kit utilizado y localización en los 
congeladores del laboratorio. 
Las muestras se codificaron siguiendo los criterios establecidos en la Fundación 
Pública Galega de Medicina Xenómica, por ejemplo 9K000, 9 corresponde al 
año 2009, XB000, X corresponde al año 2010, 1A000, el 1 corresponde al año 
2011, y así sucesivamente. 
De cada paciente reclutado presentaba dos códigos de muestra diferentes, como 
mínimo, por haberles realizado varias extracciones de sangre. Los ADNs 
extraídos presentaban una concentración de 250 ng/µl de media, con unos valores 
de pureza superiores a 1,8 para absorbancias de 260/280 y valores de 2 para 
absorbancias de 260/230. Se guardaron una media de 3 alícuotas de leucocitos 
congelados y 2 alícuotas de leucocitos en RLT.  
Los ADNs extraídos se guardaron en cajas numeradas en un congelador de -
20ºC, los leucocitos congelados en cajas numeradas en un congelador de -40ºc y 
los leucocitos en RLT en cajas numeradas en un congelador de -80ºC, todos ellos 
pertenecientes al grupo de neurogenética. 
Los datos clínicos y genealógicos se almacenaron en una base de datos 
construida con el programa Progeny®. Todos esos datos estaban relacionados 
con el código de muestra del paciente, para poder saber así el número de 
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muestras almacenadas de cada uno de ellos, y demás datos presentes en los 
archivos.  
 
5.2 ANÁLISIS DE LIGAMIENTO. RECONSTRUCCIÓN DEL 
HAPLOTIPO ASOCIADO A LA ENFERMEDAD 
Se realizó el genotipado de 1091 STRs expandidos por todo el genoma en 68 
muestras seleccionadas. El control de calidad de las muestras genotipadas fue 
muy bueno, no habiendo fallado ningún marcador en ninguna muestra.  
Los resultados del genotipado se recibieron en formato excell con los siguientes 
campos: 
Columna 1: Sample barcode 
Columna 2: Marker name 
Columna 3: Marker alias (usually the same as marker name) 
Columna 4: Allele 1 
Columna 5: Ceph adjusted allele 1 (with lower ceph value subtracted) 
Columna 6: Allele 2 
Columna 7: Ceph adjusted allele 2 (with lower ceph value subtracted) 
Columna 8: Date of creation of file 
Columna 9: Serial number of genotype in file 
 
Se puede observar un ejemplo del genotipo de una de las muestras en la figura 




Figura 22. Ejemplo de genotipado en uno de los pacientes. 
 
El análisis de ligamiento en nuestras familias dio como resultado ligamiento a la 
región 20p desde la posición 655.092 pb a la 5,635.098 pb, con un LOD score 
máximo de 9.8 en el marcador D20S842. El LOD score excluía ligamiento en el 
extremo telomérico a partir del marcador D20S117 y en el extremo centromérico 
a partir del marcador D20S882 (figura 23).  
 
 




Quedando pues la región ligada comprendida entre los marcadores mencionados, 
de 4.98 Mb, 14.9 cM y con aproximadamente 100 genes conocidos o 
predicciones de genes (Fase 1, figura 25). 
A continuación, se realizó un estrechamiento del haplotipo mediante el uso de 
STRs y de SNPs. Ls STRs adicionales que se seleccionaron para este objetivo 
procedieron 14 de STRs conocidos en la zona y 53 de STRs que se identificaron 
a tavés del barrido de repeats (ver sección siguiente y figura 17). Un total de 67 
SRTs, de los que 14 provenían de las bases de datos (D20S117, D20S199, 
D20S906, D20S179, D20S113, D20S842, D20S181, D20S193, D20S473, 
D20S482, D20S97, D20S895, D20S849 y D20S882) y 53 venían de la búsqueda 
de zonas repetitivas (STRs tabla XI). Todos estos microsatélites se genotiparon 
en las familias F1-F10, seleccionando para ello a los miembros más informativos 
y, siempre que fue posible, incluyendo individuos en el genotipado que nos 
permitiesen establecer fase de manera inequivoca. De los 67 STRs, 25 resultaron 
no informativos (monomorfos o unialélicos), mientras que 4 STRs fueron muy 
poco informativos (2-3 alelos posibles). En el caso de 15 STRs no se logró 
optimizar la PCR para obtener un genotipado satisfactorio e inequívoco. Los 
STRs más robustos y eficientes fueron los siguientes: D20S117, D20S199, 
D20S906, D20S179, D20S113, D20S842, D20S181, D20S193, D20S473, 
D20S482, D20S97, D20S895, D20S849, D20S882, REP1-1881, REP-2472, 









Figura 24. Ejemplo de un microsatélite genotipado en un núcleo familiar. En la calle 1 
progenitor afectado, calle 2 hijo afectado y calle 3 hijo no afectado. 
 
En la familia F8 se identificó un individuo recombinante para el STR D20S113, 
situando esto el extremo telomérico en la posición 2,035.488 pb. Por el extremo 
centromérico no se detectaron recombinacionaes adicionales a la que ya teníamos 
(tabla VII y figura 25).  
Una vez analizados todos los STRs adicionales que fueron informativos en las 
muestras de las familias estudiadas, el análisis dio como resultado un 
estrechamiento hasta unas 3.6 Mb, 9.5 cM y aproximadamente 60 genes (Fase 2, 
figura 25). 
Al ir reclutando más individuos se pudo estrechar más la zona genotipando los 
STRs que habíamos analizado en el resto de los individuos. Así, se pudo 
estrechar la zona a 1.6 Mb, 3.6 cM y aproximadamente 60 genes en la región 
(Fase 3, figura 25). 
Se logró estrechar adicionalmente más la región gracias a los SNPs genotipados 
en 155 muestras de las 10 familias. Se seleccionaron, al igual que los STRs, los 
individuos más informativos y diferentes núcleos familiares para poder establecer 
fase. De los 241 SNPs seleccionados fallaron 4. De las 155 muesras genotipadas 
por Sequenom fallaron 4. El control de calidad del genotipado fue adecuado para 
todas las muestras (tasa de genotipado > 95%) y para todos los SNPs excepto 
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para los 4 que fallaron. En todos los nucleos familiares estudiados se pudo 
establecer fase sin problema, siendo los genotipos coherentes con la región que 
ya teníamos identificada. En las familias F4 y F7 los genotipos resultantes a 
partir del SNP rs2422752 y hacia el extremo telomérico diferían del resto de los 
afectados, marcando por lo tanto un punto de recombinación entre la enfermedad 
y la mutación. En el extremo centromérico no observamos ningún genotipo de 
SNP indicativo de un evento recombinante interno con respecto al STR 
D20S181. 
Por lo tanto, como resultado final del genotipado con Sequenom y de 
microsatélites adicionales, el intervalo crítico se estrechó a una región de unas 
0.8 Mb y 2 cM, entre el marcador telomérico rs2422752 y el marcador 
centromérico D20S181 (Fase 4, figura 25). 
 
 D20S117 -------- 655.092 pb
D20S906 -------- 1,505.567 pb
rs2422752 -------- 2,360.990 pb
D20S181 -------- 3,172.512 pb
D20S895 -------- 5,086.623 pb















Figura 25. Estrechamiento del intervalo crítico (GRCh37/hg19).   
 
En la siguiente tabla (Tabla VII) podemos observar los haplotipos de las diez 
familias estudiadas y podemos ver qué zona comparten entre ellas. El haplotipo 
encuadrado indica el haplotipo compartido por todos los pacientes y parte de un 
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presunto haplotipo ancestral. Este haplotipo abarca desde el SNP rs2422752, 
situado en la posición 2,360.990 pb hasta el marcador D20S181 situado en la 
posición 3,172.512 pb. Los haplotipos sombreados corresponden a los haplotipos 
compartidos por subgrupos de pacientes. Cuando no podíamos establecer la fase 
alélica el programa PHASE infirió los alelos y se muestran en cursiva. Entre 
corchetes los alelos se encuentran los alelos no genotipados, inferidos por 
PHASE. La posición física de todos los marcadores aparece en pares de bases 
según GRCh37/hg19. La fracción de recombinación entre cada marcador y la 
mutación se calcula utilizando la función de mapeo Kosambi, teniendo en cuenta 
la correspondencia de 2,5 cm por Mb en la región estudiada. Podemos observar 
que los límites de la región compartida presentan fracciones de recombinación 
muy bajas en la población. La frecuencia del alelo compartido fue estimada a 

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































5.3 IDENTIFICACIÓN DE LA MUTACIÓN CAUSAL 
5.3.1 Secuenciación de genes situados en la región candidata 
Se llevó a cabo la secuenciación por método convencional tipo Sanger de la 
región codificante de 23 genes conocidos y predicciones, así como 7 ARN 
pequeños no codificantes localizados en la región ligada del cromosoma 20.  
 
En la figura 26 pueden observarse los genes analizados localizados dentro de la 
región candidata. Pueden observarse también los genes que quedaron excluídos 
por quedar fuera de la región una vez se refinó el haplotipo, aunque ya habían 













Figura 26. Genes situados en la zona candidata (modificada de UCSC Genome Browser). 
 
Esto supone un total de 223 exones pertenecientes a los 23 genes de la región de 
interés. También se secuenciaron los 7 ARN pequeños no codificantes. 
En la tabla siguiente se detallan todos los genes secuenciados, con las variantes 
que se encontraron y el motivo por el que se descartaron como candidatas 
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causales. Además de las que no cosegregaban, todas aquellas variantes presentes 
en > del 0.5% de la población control en bases de datos se excluyeron. 
 
GEN REGIÓN VARIACIÓN 
FRECUENCIA 














- No variación - - 
TGM3 
(NM_003245) 





- No variación - - 
SNRPB 
(NM_003091) 
- No variación - - 
SNORD119 
(NR_003684) 
- No variación - - 
ZNF343 
(NM_024325) 
- No variación - - 
TMC2 
(NM_08751) 
























- No variación - - 
SNORD110 
(NR_003078) 
- No variación - - 
 





GEN REGIÓN VARIACIÓN 
FRECUENCIA 






- No variación - - 
SNORD86 
(NR_004399) 
- No variación - - 
SNORD56 
(NR_002739) 
- No variación - - 
SNORD57 
(NR_002738) 




















































- No variación - - 




GEN REGIÓN VARIACIÓN 
FRECUENCIA 
































- No variación - - 
PTPRA 
(NM_002836) 





- No variación - - 
MRPS26 
(NM_030811) 
- No variación - - 
OXT 
(NM_000915) 
- No variación - - 
AVP 
(NM_000490) 
- No variación - - 
UBOX5 
(NM_014948) 
- No variación - - 
FASTKD5 
(NM_021826) 
- No variación - - 
ProSAPiP1 
(NM_014731) 
- No variación - - 
Tabla VIII. Variantes descartadas encontradas en los genes candidatos (continuación). 
 
En conclusión no se observó ninguna mutación parente por secuenciación 
Sanger. 
 
En la amplificación de algunos de los genes parecía que existían inconsistencias 
en la transmisión Mendeliana (allele drop-out). Este fenómeno se vió en algunos 
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de los SNPs validados presentes en gen NOP56. Se repitió la secuenciación de 
estas regiones y se observó una pequeña amplificación. En la figura se puede 
observar que el padre en el SNP rs6050906 tiene genotipo GG y el hijo AA. Al 
volver a amplificar al hijo se vio una pequña amplificación del alelo G, siendo así 






Figura 27. Ejemplo de una inconsistencia en la transmisión de alelos del SNP 
rs6050906 entre padre afectado (GG) e hijo (AA) (calle 1 y 2). Carrera 3 pequeña 
amplificación del alelo G. 
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5.3.2 Ultrasecuenciación de la región candidata 
Se secuenciaron 1.6 Mb del cromosoma 20 en un caso y un control de la familia 
F1 con la plataforma NimbleGene Sequence Capture y Roche 454. 
Los resultados del mapeo de las dos muestras analizadas se encuentran resumidos 
en la siguiente tabla (tabla IX). En cada una de las muestras se encontraron 
alrededor de 2000 variantes con una cobertura de base del 93,1% para la muestra 






























Tabla IX. Resumen de los resultados de mapeo de las muestras analizadas. 
 
Se obtuvo un archivo con las variantes HCDiffs (high confidence differences) 
obtenidas en las dos muestras analizadas. Cada una de estas variantes va 
introducida por su posición genómica en la versión del "Human Mar. 2006 
(NCBI36/hg18) Assembly", utilizada en la secuenciación.  
Al realizar el filtrado de las variantes se siguieron los criterios utilizados por 
Hoischen y colaboradores (2010) se encontraron 193 variantes de las cuales 115 
eran intrónicas y sólo dos son cambios exónicos, sinónimos (uno de ellos era un 
polimorfismo conocido). 
Se encontró una variante en el exón 12 de TMC2 (NM_080751), identificada con 
un score de alta confianza (≥3 lecturas de la variante y dos direcciones de lectura) 
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que resultaba interesante por encontrarse situada en un gen homologo al 
TMC1causante de sordera. 
Esta variación se analizó mediante la técnica de secuenciación de Sanger en 2 
afectados y 2 no afectados y se observó que no cosegregaba.  
 
 
Figura 28. Alineamiento de las lecturas mostradas en 3/16 variantes alélicas en el exón 
2 de TMC2. 
 
5.3.3 Análisis de dosis génica 
5.3.3.1 Array 6.0 Affymetrix  
Se analizó la región comprendida entre los límites de recombinación rs2422752 y 
D20S181. El array incluía 277 SNPs que cubrían la región en los que se 
encontraban los siguientes genes: SNRPB, ZNF343, TMC2, IDH3B, EBF4, 
CPXM1, C20orf141, VPS16, PTPRA, GNRH2, UBOX5, FASTKD5, ProSAPiP1, 
C20orf116, ITPA y SLC4A11.  
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Se llevó a cabo el análisis con el módulo de alta resolución del CHAS para la 
detección de diferencias. 
No se observa ninguna región de ganancia o pérdida de dosis compartida por los 
afectados y no presente en el individuo no afectado en todo el cromosoma 20. 
 
 
Figura 29. Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (CHAS). Comparación de dos 





Figura 30. Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (CHAS). Zoom en la región de 
ligamiento del cromosoma 20. 
 
 
5.3.3.2 Array CGH 
Se analizaron seis parejas de individuos afectados frente a seis parejas de 
individuos no afectados y dos parejas de pools de muestras de individuos 
afectados frente a otras de individuos no afectados.  
El grado de cobertura no es homogéneo por la presencia de regiones repetitivas 
en el genoma. La mayoría de la cobertura del array fue bastante buena como 





Figura 31. Localización de las sondas del array CGH en el UCSC Genome Browser on 
Human Mar. 2006 (NCBI36/hg18) Assembly en la zona candidata. 
 
De los 79 posibles cambios de dosis observados, 78 eran CNVs conocidos, así 
que fueron descartados. Otros 66 posibles cambios de dosis se descartaron 
porque solo se veían con una única sonda y no en sondas vecinas.  
El único cambio que podría ser una considerado como posible variación causal, 
una duplicación observada con 4 sondas, en la posición 1,768.219-1,768.591 pb, 
no cosegregaba en todas las familias, así que también se descartó. 
Nos fuimos a fijar más específicamente en la zona del cromosoma 20 en la que se 
habían detectado inconsistencias de transmisión, pudiendo observar que esta 






Figura 32. Zoom de la localización de las sondas del array CGH en la región del 
cromosoma 20. 
 
5.3.3.3 PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 
Se analizaron los exones 2,3 y 8 del gen NOP56, los exones 3, 4 y 5 de TMC2 y 
el exón 8 de IDH3B. Para el exón 2 del gen NOP56 se analizaron 26 casos y 22 
controles, para el exón 3 del gen NOP56 se analizaron 12 casos y 17 controles, 
para el exón 8 del gen NOP56 se analizaron 8 casos y 8 controles. Para el exón 3 
del gen TMC2 se analizaron 19 casos y 8 controles, para el exón 4 del gen TMC2 
se analizaron 17 casos y 9 controles y para el exón 5 del gen TMC2 se analizaron 
17 casos y 9 controles. Para estudiar el exón 8 de IDH3B se analizaron 8 casos y 
8 controles. Todas las personas analizadas formaban parte de las familias F1-F4. 
Entre los casos y los controles estudiados de los exones 2, 3 y 8 del gen NOP56 
había diferencias que fueron estadísticamente significativas sugestivas de 
deleción o de una alteración en esa zona. El gen IDH3B presentaba una 
diferencia significativa, aunque no tan acusada como el gen NOP56. El gen 
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TMC2 no parecía presentar cambios en la dosis génica. En la tabla X se muestran 











2 0,753 1,087 0,571-1,352 0,0000021 
3 0,550 0,876 0,46-1,006 0,000000000019
8 0,782 0,992 0,680-1,046 0,000000021 
IDH3B 8 0,909 1,057 0,865-1,186 0,000188 
TMC2 
3 0,953 0,966 0,807-1,046 0,887403 
4 0,965 0,945 0,844-1,096 0,081289 
5 1,124 1,120 0,934-1,292 0,870527 
 
Tabla X. Resultados de los estudios de dosis mediante ensayos Real Time con sondas 
TaqMan® 
 
A continuación se muestran los gráficos de resultados los análisis de PCR 
cuantitativa. En color negro se representan los controles (individuos sin la 
enfermedad) y en rojo los casos. Los cocientes que se muestran fueron obtenidos 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































5.3.4 Análisis de zonas repetitivas de ADN  
Habíamos establecido unos criterios de búsqueda de zonas repetitivas. Con esos 
criterios se identificaron 72 repeats. De todos ellos se analizaron 31 por estar 
localizados en la región crítica que teníamos en ese momento, unas 800 kb. Estos 
repeats se analizaron en 3 afectados y 3 no afectados, resultando 12 de ellos 
polimórficos e informativos. Los repeats polimórficos se analizaron en 144 















































































































6 HOM  
RESTO HET 
Tabla XI. Elementos repetitivos analizados polimórficos y número de alelos observados 
en los casos. HOM: homocigoto, HET: heterocigoto.  
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Para todos los STRs que fueron informativos hubo heterocigotos entre los 
afectados. Llamó la atención el G3C2T-2581 para el que todos los pacientes 
genotipados fueron homocigotos excepto un individuo de la familia F2 (Tabla 
XI). 
Los resultados obtenidos con el genotipado de secuencias repetitivas sirvieron 
para delimitar el haplotipo de los pacientes de las diferentes familias y ayudar a 
establecer el haplotipo común, como puede observarse en la tabla VII.  
A continuación se muestra un ejemplo del genotipado de uno de los repeats, 









Figura 40. Ejemplo de genotipado del microsatélite REP1-1881 estudiado. Las muestras 
corresponden a un núcleo familiar. En la calle 1 se muestra el progenitor afectado, en la 
calle 2 el hijo afectado, en la calle 3 el hijo afectado y en la calle 4 el hijo no afectado. 
El alelo 287 es el compartido por todos los afectados. 
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A continuación se muestra una figura en la que puede observarse un núcleo 












Figura 41. Ejemplo de genotipado del microsatélite G3C2T-2581 en un núcleo familiar. 
En la calle 1 se muestra el progenitor afectado, en la calle 2 el progenitor no afectado, 
en la calle 3 el hijo afectado y en la calle 4 el hijo no afectado. Se observa la aparente 
ausencia de transmisión de un alelo del padre afectado al hijo afectado. 
 
5.3.5 Southern blot  
Al realizar el Souther blot utilizando la sonda de 715 bps con marcaje mediante 
fósforo radiactivo se observó una banda de 2,9 Kb en todas las muestras, 
afectados y no afectados. Esta banda corresponde al tamaño esperado para un 
alelo de NOP56 normal. Además de la banda de ∼3Kb, en los pacientes se 
observó una banda de entre 8 Kb y >18Kb que no estaba presente en los 
individuos no afectados (figura 42). 
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Se comprobó que una banda de tamaño anómalo >7kb, además del alelo normal 




Figura 42. Southern blot de casos con SCA y controles después de la digestión del ADN 
cromosómico con BsmI (New England Biolabs, Berverly, MA, USA) e hibridación con 
una sonda de ADN de NOP56 marcada con dCTP Alpha 32P. (García-Murias et al, 
2012).  
 
Existía una variabilidad en el tamaño entre los distintos afectados, que abarcaba 
de 6,8 a 18 Kb, que se corresponde con 650 a 2500 unidades de repetición 
hexanucleotídicas adicionales. En la tabla siguiente se muestran los tamaños de 
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los alelos expandidos que se observaron en los diferentes pacientes de las 
familias F1-F10.  
 
FAMILIA INDIVIDUO TAMAÑO ALELO 
F1 
1 8 Kb 
2 7 Kb 
3 8 Kb 
4 9 Kb 
5 8 Kb 
6 7 Kb 
7 7 Kb 
8 8 Kb 
9 8,5 Kb 
10 10 Kb 
11 >10 Kb 
12 8 Kb 
13 8 Kb 
14 10 Kb 
15 10 Kb 
16 8,5 Kb 
17 8 Kb 
18 10 Kb 
19 10 Kb 
F2 
1 10 Kb 
2 8 Kb 
3 8 Kb 
4 8 Kb 
5 7 Kb 
F4 1 >10 Kb 
F5 1 >10 Kb 
F6 1 >10 Kb 
F7 1 8 Kb 
F9 1 >10 Kb 
F10 1 10 Kb 




5.4  IMPLEMENTACIÓN DE UN PROTOCOLO DIAGNÓSTICO DE 
LA ATAXIA DE A COSTA DA MORTE MEDIANTE ANÁLISIS 
DIRECTO E INDIRECTO 
Se implementó una técnica alternativa al southern blot radiactivo para detectar la 
presencia de la expansión. Se optimizaron las condiciones de la reacción para 
poder observar los alelos expandidos. 
Se realizó la RP-PCR en todos los individuos reclutados, afectados y no 
afectados de las familias F1-F10. El patrón de RP-PCR sugiere la presencia de 
expansión en los miembros afectados de estas familias y una correlación con los 
resultados obtenidos a partir del southern blot. 
En total, 67 individuos de estas 10 familias fueron positivos para la expansión 
utilizando la técnica de RP-PCR. 
Para confirmar los resultados de la RP-PCR se realizaron dos PCR (anexo 6). 
Una de ellas incluía el CGGGCG INDEL (rs28970277) y la otra PCR tenía los 
primers situados fuera de la secuencia del INDEL. En los individuos no afectados 
se amplifican los dos alelos del repeat, mientras que en los individuos que 
presentan la mutación solo se amplifica el alelo que le ha transmitido el 
progenitor no afectado.  
En la figura se puede observar la amplificación por PCR del repeat (GGCCTG)n 
en una familiar nuclear. Se muestra la falta de transmisión de un alelo de tamaño 
normal de un progenitor afectado a un hijo afectado, así como el patrón de 



















Figura 43. Detección de la expansión de NOP56. I-1= Padre no afectado; I-2= Madre 








Figura 44. Detección de la expansión de NOP56 (continuación). 
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Además de las PCRs del repeat (directa y RP-PCR), para complementar un 
protocolo de diagóstico de rutina de la ataxia de A Costa da Morte en nuestro 
laboratorio se ha optimizado el análisis de los STRS D20S842, REP-2474 y 
REP1-1881 por ser los más robustos, informativos y cercanos a la mutación. Esto 
permite complementar el análisis directo con un análisis indirecto, para mayor 
seguridad, de especial utilidad en casos predictivos y, si surgiera, en prenatales. 
 
5.5 ESTIMACIÓN DEL TAMAÑO DE LA EXPANSIÓN Y 
CORRELACIÓN GENOTIPO-FENOTIPO 
Los resultados del análisis del southern blot mostraron que el tamaño de la banda 
anómala expandida detectada en 34 pacientes varió entre 6,8 y 18 kb. Teniendo 
en cuenta las familias para las que se disponía de núcleos familiares, se observó 
que.la expansión tiende a crecer en la transmisión de las sucesivas generaciones 
(Tabla XIII). 
Si comparamos el tamaño del alelo en las tres generaciones sucesivas 
observamos que crece de 7,4 a 9,2 Kb. La media de tamaño del alelo expandido 
fue de 7,9 Kb en pacientes que lo heredaron de su madre mientras que los alelos 
heredados de forma paterna tenían un tamaño medio de 9,4 Kb (Tabla XIII).  
En una pareja madre-hijo se observó un aumento de 0,4 Kb mientras que en otras 
dos se observó una contracción de 5-8 Kb. En siete transmisiones padre-hijo la 
media del aumento del tamaño del alelo fue de 1,6 Kb; en un caso no varió el 
tamaño pero no encontramos ninguna contracción. En la familia F1 la edad de 




















IV 7,4 ± 0,4 (2) 7,8 (1) 7 (1) 
V 8,8 ± 1,1 (16) 9,3 ± 1,3 (10) 7,8 ± 0,6 (6) 
VI 9,2 ± 0,8 (9) 9,5 ± 0,6 (6) 8,4 ± 1,0 (3) 
GLOBAL 8,8 ± 1,1 (27) 9,4 ± 1,1 (17) 7,9 ± 0,8 (10) 
 
Tabla XIII. Comparación del alelo expandido por generaciones y género del transmisor 
en 27 alelos expandidos de las familias F1 y F2. El número de alelos en cada categoría 
está indicado entre paréntesis. El tamaño de los alelos está expresado en kilobases ± la 
desviación típica. 
 
La comparación de las edades de inicio de los síntomas en función del tamaño de 
la expansión mediante un análisis de Kaplan-Meier no fue estadísticamente 
significativa, si bien se observó una cierta tendencia a menor edad de inicio en 
los portadores de expansiones mayores (figura 45, tabla XIV).  
En la figura 45 podemos observar que en la curva de los pacientes con menos de 
10 repeticiones, se aprecia que existe una tendencia a mejor supervivencia, es 
decir, más tiempo de vida sin la enfermedad, lo que viene a ser lo mismo que un 





Figura 45. Funciones de supervivencia de los portadores de la mutación con más de 10 
repeticiones y de menos de 10 repeticiones. 
 
Por debajo de los 30 años, no tenemos ningún paciente que presente síntomas de 
la enfermedad, tanto si tienen alelos mayores de 10 Kb o menores. A partir de los 
60 años, podemos observar que todos los pacientes tienen síntomas de ataxia, 
independientemente del tamaño del alelo.  
 
 




Como puede observarse en la tabla XV el análisis no fue estadísticamente 
significativo (=0,246). 
En la siguiente tabla (tabla XVI) se aprecia el número de casos analizados en 
cada variable, 11 pacientes con alelos menores de 10 Kb y 11 pacientes con 




cuadrado gl Sig. 
Log Rank (Mantel-
Cox) 1,346 1 ,246
Tabla XV. Comparaciones globales.  
 
allele size Nº total Nº de eventos 
Censurado 
Nº Porcentaje 
menor de 10 18 18 0 ,0%
10 o más 11 11 0 ,0%
Global 29 29 0 ,0%
Tabla XVI. Resumen del procesamiento de los casos. 
 





Tabla XVII. Tabla de supervivencia. 
 
5.6 CARACTERIZACIÓN DE LA ESTRUCTURA DEL 
HEXANUCLEÓTIDO  (GGCCTG)n Y SU DISTRIBICIÓN 
ALÉLICA EN LA POBLACIÓN GENERAL 
La expansión patológica de NOP56 se encuentra entre los exones 1 y 2 del gen 
NOP56 (NOL5A). A 44 pb upstream al repeat se encuentra un polimorfismo del 
tipo indel, concretamente el rs28970277. En la base de datos dbSNP del NCBI 
existen frecuencias poblacionales de este polimorfismo. En población europea la 
frecuencia es de 0,370 (deleción) y 0,630 (inserción).  
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En el exón 1 del gen NOP56 solo codifica el codón ATG (figura 46), el resto del 
exón no se traduce. A 19 pb 3’ del repeat, se encuentra situado un microARN, 
mir1292. 
 









Figura 46. Representación esquemática de los exones 1 y 2 de NOP56 indicando la 
posición relativa de la mutación de NOP56, del polimorfismo CGGGCG INDEL 
(rs28970277) y del microARN mir1292. 
 
Al realizar el genotipado del repeat GGCCTG en 234 individuos control gallegos 
mayores de 65 años y sin ninguna afectación neurológica, no se encontró la 
mutación en ninguno de ellos. El 76,4% eran heterocigotos. El número de las 
repeticiones hexanucleotídicas en los alelos normales varía de 3 a 14 
repeticiones. El alelo 9 fue el alelo más frecuente.  
A través de la secuenciación de 46 muestras de individuos homocigotos y 3 
individuos heterocigotos se reconstruyó las estructuras internas de diferentes 
alelos, y analizar su frecuencia relativa en nuestra población. 
Se secuenciaron en total 31 alelos de 6 repeticiones, 30 alelos de 7, 35 de 9 y 1 
de 10. En la figura que se muestra a continuación se puede observar dos de las 
estructuras que puede mostrar el repeat. La estructura del primer alelo es INS-




Se puede observar también que la estructura del repeat no es homogénea. Varía 
ligeramente de unas personas a otras. Como puede observarse en la figura 47 los 
repeats pueden tener varias estructuras diferentes. 
 
 
Figura 47. Ejemplo dos trazados de alelos secuenciados del repeat intrónico de NOP56 
y aspecto de la estructura repetitiva.  
 
5.7 FRECUENCIA DE LA EXPANSIÓN DE NOP56 EN PACIENTES 
CON ATAXIA Y EN PACIENTES CON PARAPARESIA 
ESPÁSTICA 
De unos 300 casos índice de la serie de ataxias enviadas para despistaje de SCAs, 
160 están sin filiar. En todas ellas analizamos la expansión de NOP56. Entre 
ellos aparecieron 6 casos positivos para la expansión. Esto equivale a un 6,3% de 
casos de ataxia de A Costa da Morte en nuestra población de pacientes con 
ataxia sin mayor especificación. Si consideramos sólo las familias con herencia 
definitivamente dominante, la expansión de NOP56 representaría el 21,3% de 
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nuestra serie. En Galicia se observa un 4,4% SCA2, 1,9% SCA1, 1,9% SCA3 y 














Figura 48. Distribución de las SCAs en Galicia. 
 
Una vez encontrada la mutación en los 6 casos índice, se procedió al análisis de 
28 personas adicionales pertenecientes a esas familias, de las cuales 23 
presentaron la mutación (figura 18). 
Posteriormente se analizaron 214 pacientes españoles con paraparesia espástica 
de etiología desconocida, grupo de pacientes de heterogeneidad genética de 
trastornos degenerativos de la neurona motora. En ningunos de ellos pudimos 
observar la mutación de SCA36. 
En la siguiente figura se pueden observar las distintas estructuras que puede 
presentar el repeat intrónico de NOP56 y la distribución alélica del mismo en 


































Figura 49. Distribución alélica del repeat GGCCTG del intrón 1 de NOP56 en pacientes 
con SCA, paraparesia espástica y controles sanos.  
 
El tamaño de distribución y las frecuencias alélicas fueron similares en los alelos 
normales de SCA, pacientes con paraparesia y controles sanos. Se observa que el 
alelo 9 es el más frecuente en nuestra población en las tres series analizadas. 
 
5.8 ESTIMACIÓN DE LA EDAD DE LA MUTACIÓN CAUSANTE DE 
LA ATAXIA DE A COSTA DE A MORTE 
Los 67 pacientes pertenecientes a las 10 familias que presentaban la expansión 
hexanucleotídica de NOP56 tenían todos el mismo haplotipo, sugiriendo así un 
cromosoma fundador en todos los casos gallegos. 
La edad del ancestro común más reciente fue estimada por ESTIAGE en 25 
generaciones con un 95% de intervalo de confidencialidad, con unos límites de 
16-41.  
Algunos de los haplotipos deducidos de varias de las familias estudiadas se 
eliminaron del análisis por ser similares a otros.  
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Considerando un intervalo intergeneracional de 25 años, el ancestro común 
podría haber vivido hace 625 años, con un 95% de intervalo de confianza, con 
unos límites de 400-1.025. 
Para estimar la edad de la mutación utilizamos el programa DMLE + 2.3 
utilizando diferentes parámetros demográficos (r) y de la prevalencia de la 
enfermedad (f) (figura 50). Podemos observar que si variamos estos parámetros 
los resultados difieren un poco unos de otros.  
La edad de la mutación estimada se encuentra en el rango de las 37 a las 74 
generaciones, los límites superior e inferior son 23 y 122 generaciones, 
respectivamente. 
Utilizando una prevalencia de la enfermedad de 1: 10.000 y una tasa de 
crecimiento de la población de r = 0.07, la mutación surgió hace 51 generaciones, 
con un intervalo de confianza del 95% y unos límites de 31 a 89 generaciones.  
Según estos cálculos, la mutación podría haberse originado hace 1.275 años, con 
unos intervalos de 775-2.225 años. 
 
Figura 50. Resultados del análisis DMLE + 2.3 utilizando diferentes parámetros 
demográficos y de la prevalencia de la enfermedad (García-Murias et al., 2012). 
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5.9  COMUNICACIÓN DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO A 
PACIENTES Y FAMILIAS 
Comunicación individual y familiar 
Se llevaron a cabo un total de 44 consultas en nuestro laboratorio a personas de 
los diferentes núcleos familiares que querían conocer el resultado del estudio. Se 
realizaron alrededor de 20 consultas en la zona de A Costa da Morte, visitando 
pacientes que por motivos de salud no se podían desplazar a nuestro centro.  
Un total de 28 asintomáticos u oligosintomáticos expresaron su deseo de conocer 
su estatus de la enfermedad. A todos ellos se les comunicó el resultado con un 
correcto asesoramiento genético y las explicaciones oportunas de las 
implicaciones que ese resultado conllevaba. En cada consulta se les entregaba el 
informe correspondiente con los resultados de las pruebas genéticas realizadas 
(anexo 7), para que cada persona pudiese adjuntarlo en su historia clínica.  
 
Información colectiva al público y profesionales del área sanitaria 
Se celebraron tres reuniones en el Auditorio de Cabana de Bergantiños con las 
personas afectadas y sus familiares para explicar los resultados que se iban 
obteniendo en las diferentes fases del estudio. La primera de ellas tuvo lugar el 
26 de septiembre de 2009 y asistieron más de 300 personas entre pacientes, 
familiares y médicos de familia. En ella se comunicó a los asistentes que las 
personas analizadas pertenecían a dos familias emparentadas entre sí y que todas 
ellas compartían un mismo haplotipo en el que se encontraba la mutación. En la 
segunda reunión, celebrada el 25 de febrero de 2012, se les comunicó la 
identificación de la mutación causal de SCA36. Asimismo, se informó a los 
asistentes sobre la conveniencia de la donación de cerebro para futuros estudios 
funcionales. El 7 de abril de 2013 tuvo lugar la tercera reunión y se informó 
sobre el nuevo proyecto FIS concedido por el Ministerio de Sanidad para 
continuar con el estudio de la enfermedad. En el material adjunto se pueden 
Resultados 
133 
observar las hojas de información que se les dieron a los pacientes y a sus 
acompañantes en cada reunión (anexo 8). 
Se envió una circular al área de gestión de atención primaria de A Coruña, 
adjuntando un documento resumen explicativo para que pudieran por un lado 
participar en la reunión y por otro para que estuvieran informados del estudio, 
debido a que algunos de los pacientes de su cupo posiblemente estarían 










A través de este trabajo hemos podido identificar que la mutación causante de la 
ataxia de A Costa da Morte consiste en una expansión hexanucleotídica 
(GGCCTG)n en el intrón 1 del gen NOP56. En una primera etapa, los tres 
núcleos familiares inicialmente estudiados procedentes de esa zona de Galicia 
(Arias et al., 2008) permitieron establecer la región de ligamiento en el brazo 
corto del cromosoma 20. Hemos confirmado que esta misma mutación es la 
causa de ataxia en familias adicionales de las provincias de Coruña y Pontevedra. 
Coincidiendo con el desarrollo del presente trabajo, Kobayashi y colaboradores 
publicaron la misma mutación en nueve familias japonesas con SCA originarias 
de la región de Chugoku. Puesto que la mayoría de las familias vivían en las 
orillas del río Asida, estos autores acuñaron para la enfermedad el término ataxia 
Asidan, si bien oficialmente ha pasado a recibir la denominación correspondiente 
al orden secuencial que ocupa entre los loci que se van descubriendo ligados a 
SCA, es decir SCA36 (Kobayashi et al., 2011). Estos autores detectaron en 
células linfoblastoides derivadas de los pacientes acumulaciones focales de ARN 
en los núcleos de diversos tipos celulares (Kobayashi et al., 2011; Liu et al., 
2014). La SCA36 se suma al número creciente de enfermedades 
neurodegenerativas asociadas con acúmulos de moléculas de ARN expandido y 
toxicidad mediada por ARN. 
En la actualidad se han comunicado ya otros casos de SCA36 en Japón, España, 
Francia, Portugal, Italia y Polonia (Sugihara et al., 2012; Ikeda et al., 2012; de 







La SCA36 de A Costa da Morte: un síndrome cerebeloso de inicio tardío con 
hipoacusia y atrofia neurógena lingual 
Los síntomas iniciales de los pacientes con ataxia de A Costa da Morte suelen 
ser quejas de desequilibrio y marcha inestable, concretadas en un síndrome 
cerebeloso de línea media, de inicio en la edad adulta y lenta progresión, de 
modo que la mayoría de ellos pueden caminar todavía transcurridos  15-20 años 
desde el inicio. También presentan  ataxia apendicular, aunque suele iniciarse 
con posterioridad y ser menos llamativa que el trastorno de la marcha. En el 
examen neurológico se detectan también alteraciones de los movimientos 
oculares y fasciculaciones linguales. Otra manifestación clínica prácticamente 
constante en la ataxia de A Costa da Morte es la hipoacusia de perfil 
neurosensorial, con pérdida de >40 db sobre los 2500 Hz en la audiometría 
(García-Murias et al., 2012; Arias et al., 2014). 
Aunque la pérdida auditiva puede estar presente en varios tipos de ataxia (Ikeda 
et al., 2011), la presencia prácticamente constante de este síntoma en nuestros 
pacientes sugiere que se trata de un aspecto clínico distintivo de esta enfermedad 
y que, al menos en nuestro entorno, deberá llevar a tener en cuenta este 
diagnóstico cuando esté presente en un paciente adulto con ataxia. Aunque en la 
publicación inicial no se recoge la hipoacusia en los pacientes con ataxia del río 
Asida (Kobayashi et al., 2011), los mismos autores subrayan también esta 
característica en otro trabajo posterior a la publicación de los casos gallegos 
(Ikeda et al., 2013).Estos autores encontraron una relación significativa entre la 
pérdida auditiva y el estadío del síndrome cerebeloso en la escala SARA (Scale 
for the Assessment and Rating of Cerebellar Ataxia). En algunos pacientes, los 
síntomas iniciales fueron hipoacusia y vértigo. La patogenia de la afectación 
autitiva y vestibular en la SCA36 está por aclarar, aunque si tenemos en cuenta 
los hallazgos de los potenciales evocados auditivos de tronco cerebral, el proceso 
degenerativo, al menos en lo que se refiere a la audición, podría afectar tanto al 
nervio auditivo como a sus núcleos romboencefálicos. 
Discusión 
139 
Ya desde los primero pacientes con ataxia de A Costa da Morte que pudimos 
examinar nos llamó la atención la frecuente presencia atrofia lingual acompañada 
de movimientos anormales de tipo vermiforme. La evaluación electrofisiológica 
confirmó que se trataba de fasciculaciones, también reportadas por Kobayashi y 
colaboradores en sus pacientes (Kobayashi et al., 2011). Aunque los signos de 
denervación tienden a ser más pronunciados a medida que la enfermedad 
progresa, esta afectación de la neurona motora no suelen conducir a disfunción 
bulbar significativa en relación con la deglución y el habla. Nuestros pacientes 
suelen mantener relativamente bien la capacidad de deglución a lo largo del 
curso de la enfermedad, con disfagia no más intensa que la que a menudo 
acompaña a otras SCAs. Del mismo modo, Kobayashi y colaboradores (2011) 
también comentan la ausencia de disfagia significativa en sus pacientes, a pesar 
de presentar fasciculaciones y atrofia lingual. Además, no se observaron otros 
signos clínicos o neurofisiológicos de la implicación de la neurona motora 
inferior en nuestros casos, frente a lo recogido por Ikeda y colaboradores (2011), 
quienes describen atrofia significativa y fasciculaciones afectando músculos 
esqueléticos de tronco y extremidades superiores en algunos de sus pacientes de 
familias japonesas. Sin embargo estos signos mas difusos de afectación de la 
neurona motora inferior fueron menos significativos en otros casos japoneses 
(Sugihara et al., 2012). En algunas formas de SCA se pueden observar 
mioclonías y mioquimias en los músculos faciales, que suelen reflejarse en estos 
casos en un incremento de los reflejos faciales de larga latencia (Valls-Solé et al., 
1994). En nuestros pacientes en general no observamos mioquimias ni 
movimientos involuntarios en los músculos craneofaciales; en un paciente 
observamos aisladas mioclonías en musculatura cervical y de tronco. En los 
pacientes con ataxia de A Costa da Morte suelen observarse discretos signos de 
afectación de neurona motora superior. No se detectó ninguna alteración 
sensitiva significativa en la exploración clínica de la mayoría de los pacientes, 
salvo leve hipopalestesia  en algunos pacientes de mayor edad. Los estudios de 
conducción del nervio sural fueron normales; en cambio los potenciales evocados 
somatosensoriales de los miembros inferiores estaban alterados en algunos casos, 
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lo que demuestra la afectación de las vías sensitivas centrales. Esto puede sugerir 
que la ataxia de A Costa da Morte podría  dar lugar a axonopatía sensitiva distal 
por afectación del sistema nervioso central (Thomas et al., 1984).  
Las funciones cerebrales superiores suelen ser normales en los pacientes con 
ataxia de A Costa da Morte y no desarrollan demencia; en algún caso se aprecia 
afectación leve de funciones cognitivas con un patrón de tipo frontal subcortical, 
incluyendo también cierta labilidad emocional. 
Muy raramente se ha descrito alguna característica atípica en los casos de SCA36 
reportados, a excepción de Obayashi y colaboradores que mencionaban que sus 
pacientes presentaban una neuropatía sensitiva axonal, y en caso de de Fábregues 
y colaboradores que presenta afectación parkinsoniana (Sugihara et al., 2012; 
Ikeda et al., 2012; de Fábregues et al., 2013; Sarto et al., 2013; Sulek et al., 
2013; Obayashi et al., 2013). 
Los datos disponibles sobre la histopatología de esta enfermedad son todavía 
muy escasos. Se han observado focos de ARN en cultivos de células 
linfoblastoides de los pacientes (Kobayashi et al., 2011). Posteriormente, 
estudios neuropatológicos revelaron pérdida neuronal en las células de Purkinje y 
en los núcleos dentados cerebelosos. Además, en un paciente se encontró pérdida 
de neuronas motoras en el núcleo hipogloso y en las astas anteriores de la médula 
cervical superior (Ikeda et al., 2012). Recientemente, estudios de anatomía 
patológica en el mismo paciente japonés, han demostrado la presencia de grandes 
inclusiones de ARN en el citoplasma de neuronas y también de células 
musculares (Liu et al., 2014).  
 
La SCA36 tiene herencia autosómica dominante con penetrancia completa y 
posible  anticipación 
A lo largo del presente trabajo se identificaron 76 pacientes con la enfermedad, 
38 mujeres y 38 hombres. La existencia de afectados en todas las generaciones, 
sin diferencia significativa de prevalencia entre hombres y mujeres, y transmitida 
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por progenitores de ambos sexos, incluyendo varón a varón reflejan un patrón de 
herencia autosómica dominante. No identificamos ningún caso de homocigosis 
para la mutación de SCA36, circunstancia que entraba dentro de lo posible dada 
la procedencia de los pacientes de una zona geográfica relativamente pequeña. 
No siempre es fácil reconocer el tipo de herencia, en las enfermedades 
neurodegenerativas de inicio tardío. Por una parte, portadores de la mutación 
pueden haber fallecido por otras causas antes de presentar síntomas; por otra, no 
es raro que algunas manifestaciones de la enfermedad pudieran ser interpretadas 
como de otra causa (ictus, enfermedad de Parkinson, etc) o como signos 
inespecíficos asociados al envejecimiento (pérdida de equilibrio atribuida a 
artrosis, disartria atribuida a problemas con la dentadura, sordera a presbiacusia), 
especialmente en décadas pasadas.  
La penetrancia es completa o prácticamente completa y dependiente de la edad. 
Las primeras manifestaciones de SCA36 aparecen generalmente entre los 45 y 
los 55 años, con un rango que va desde los 30 a los 65 años. No hubo ningún 
caso en el que los pacientes no identificasen a alguno de sus progenitores como 
afectado o probablemente afectado por la misma enfermedad, salvo en los casos 
de fallecimiento prematuro del progenitor perteneciente a la rama de riesgo. 
Sugihara y colaboradores (2012) identificaron casos de SCA36 entre pacientes 
con ataxia esporádica (es decir, sin antecedentes conocidos de la misma 
enfermedad en los progenitores), observación que los autores interpretan como 
posible penetrancia reducida del alelo patogénico en algunos casos. Aunque esto 
pudiera en efecto ser el caso, también es necesario tener en cuenta la posibilidad 
de una falsa paternidad y, como hemos dicho más arriba, que síntomas leves 
fuesen confundidos con problemas de otra naturaleza en los progenitores de estos 
casos, aparentemente esporádicos. Otro dato que avala la penetrancia completa 
de SCA36 es el hecho de que la enfermedad no se detectó en 234 controles de la 
población general en este trabajo (García-Murias et al., 2014), así como tampoco 
en 300 individuos control procedentes de Japón (Kobayashi et al., 2011). Una 
característica común en muchos desórdenes neurodegenerativos asociados con 
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expansiones genómicas es la anticipación clínica. Kobayashi y colaboradores 
(2011) no encontraron indicios de anticipación en 17 pacientes de nueve familias 
con una media de edad de inicio de 52,8 años. En el presente trabajo, nosotros 
observamos diversos núcleos familiares en los que los pacientes presentan un 
inicio más temprano y síntomas más manifiestos en comparación con el 
progenitor afectado. Además, en algunas familias la edad media de inicio de los 
síntomas fue algo más temprana en la quinta generación que en la cuarta (52,4 y 
56,3 años, respectivamente, en la familia F1), lo que sugiere una cierta tendencia 
a la anticipación clínica. 
 
La mutación causante de la ataxia de A Costa da Morte se localiza en una región 
de 0,8 Mb del cromosoma 20 
Una vez que se hubo caracterizado detalladamente la clínica y construido los 
pedigrís, categorizando a todas las personas en función de su estado de 
afectación, se procedió al análisis de ligamiento.  
Es muy importante establecer la clasificación de individuos, en base a su estado 
de afectación, de la manera lo más precisa posible, ya que de eso depende el 
resultado que podamos obtener en los análisis de ligamiento. Existen numerosos 
casos en la literatura en los que la mutación causante de una enfermedad 
neurodegenerativa no se encontró en el locus inicialmente asignado. Un ejemplo 
es la enfermedad de Fahr o calcificación idiopática de los ganglios basales, para 
la que se publicó ligamiento al cromosoma 14 (Geschwind et al., 1999) y 
recientemente se comprobó que la familia original es portadora de una mutación 
en el gen SLC20A2 en el cromosoma 8 (Chan et al., 2013). Los propios autores 
especulan que esto puede ser debido a problemas en la clasificación de los 
individuos que tenían síntomas leves o calcificaciones mínimas, debido al 
solapamiento de las manifestaciones incipientes de esta enfermedad con 
manifestaciones de otras patologías neurológicas, e incluso con signos 
inespecíficos de envejecimiento. Este argumento se puede extender al análisis de 
ligamiento en muchas otras enfermedades neurodegenerativas. En el caso de la 
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SCA36, por ejemplo, hay que tener en cuenta que otras causas podrían explicar 
síntomas cerebelosos, hipoacusia o signos piramidales en miembros de la familia 
(fenocopias), interfiriendo en la precisión de este tipo de análisis. Por lo tanto, 
establecer con seguridad quiénes son afectados y quiénes no afectados en las 
enfermedades neurológicas, sobre todo las de inicio tardío, es un trabajo 
minucioso para el que es crucial trabajar estrechamente en coordinación con los 
especialistas clínicos. Se encontró el LOD score máximo de 9,8 en el 
microsatélite D20S842 situado en el cromosoma 20p. La región inicial de 
ligamiento estaba comprendida entre Se genotiparon los microsatélites presentes 
en esa zona y numerosos SNPs para estrechar más dicha región.  
Una vez estrechada se observó que todos los pacientes afectados compartían un 
haplotipo común que comprendía desde el microsatélite D20S906, situado en la 
región telomérica en la posición 1,505.567 pb hasta el microsatélite centromérico 
D20S181 situado en la posición 3,172.512 pb. Esta región abarcaba unas 1,6 Mb. 
Durante el transcurso del proyecto se fueron reclutando más familias que 
ayudaron a estrechar el intervalo, confirmando la existencia de un haplotipo 
común. Una de ellas fue la familia F4 que recombinaba en el marcador 
rs2422752 y permitió estrechar la región a unas 0,8 Mb (figura 25). Una vez 
identificada la mutación, esto permitió identificar casos adicionales en nuestra 
colección de muestras de ataxia. Entre las familias adicionales identificadas de 
esta manera, la familia F7 también presentaba un punto de recombinación con 
respecto al haplotipo comun en el mismo marcador que la familia F4. Pudimos 
observar como algunas de las familias compartían una región más amplia del 
haplotipo, mientras que otras están más alejadas genéticamente (tabla VII). Por 
ejemplo, las familias F6, F9 y F10 comparten toda la región telomérica hasta el 
marcador D20S117, en cambio, en la zona centromérica la familia F6 solo 
comparte con las otras dos hasta el marcador D20S181. 
Todo indica que la región de la SCA36 en el cromosoma 20 tiene una alta tasa de 
recombinación, si la comparamos con la tasa promedio de recombinación en 
humanos que es de un cM por Mb. La tasa de recombinación es generalmente 
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mayor en las regiones teloméricas, así como en los brazos cortos y en los 
cromosomas más pequeños comparados con los grandes, circunstancias que se 
dan en este caso. Aun tratándose de una región diana pequeña pudimos encontrar 
muchos recombinantes dentro de las mismas familias, ayudándonos así a 
estrecharla más. 
Una vez identificada la región asociada a la ataxia de A Costa da Morte en el 
brazo corto del cromosoma 20 y delimitada la región mínima común a todos los 
núcleos familiares en 0,8 Mb se procedió a secuenciar por Sanger todos los genes 
candidatos que se encontraban situados en la región. Se secuenciaron 23 genes y 
7 ARN pequeños no codificantes. El primer gen secuenciado fue EBF4 por ser en 
el que se situaba el marcador con máximo LOD score, D20S842. En ninguno de 
los pacientes estudiados se vio alguna alteración compatible con ser la mutación 
causal de la ataxia. Otro de los genes que suscitó mayor interés fue TMC2 
(Transmembrane Channel-Like Protein 2), homólogo de TMC1, un gen causante 
de sordera familiar (Kurima et al., 2002). Virtualmente todos los pacientes de la 
ataxia de A Costa da Morte tienen hipoacusia neurosensorial (García-Murias et 
al., 2012), por lo que TMC2 resultaba ser un buen candidato para ser el gen 
causal. No se identificó ninguna alteración en él. Otra entidad que conlleva 
sordera neurosensorial es el síndrome de Harboyan, causado por mutaciones en 
el gen SLC4A11,  también en la misma región de 20p13. 
Ambos genes, así como  todos los demás genes en la región, se secuenciaron en 
dos pacientes y dos familiares no afectados sin encontrar ningún cambio 
sospechoso de ser patológico (es decir, ninguna variante con impacto funcional, 
no presente en población control y cosegregando con la enfermedad). La 
aproximación de búsqueda de mutaciones secuenciando uno a uno los genes 
candidatos dentro de una región de ligamiento es plausible siempre que no sea 
demasiado grande, con cientos de genes en ella. Existen numerosos ejemplos de 
identificación de mutaciones causales utilizando esta aproximación, uno de ellos 
es SCA23 (Verbeek et al., 2004; Bakalkin et al., 2010). 
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En la región candidata del cromosoma 20p que comparten los pacientes de la 
ataxia de A Costa da Morte se encuentran otros dos genes que han sido asociados 
a SCA: PDYN causante de SCA23 (Bakalkin et al., 2010) y TGM6 causante de 
SCA35 (Wang et al., 2010). Ambos se situaban fuera de la mínima zona común 
tras el estrechamiento de la región de ligamiento. Aún así, y por si hubiese 
habido algún error en la asignación de estatus de afectación y, 
consiguientemente, de los puntos de recombinación, procedimos de nuevo a 
secuenciar todos los exones de ambos genes, sin identificar mutaciones en los 
pacientes estudiados por nosotros. 
Otro gen de la misma familia de transglutaminasas TGM3, que se encuentra 
adyacente a TGM6, también resultaba interesante. Pero tampoco encontramos 
ningún cambio patogénico en el mismo en nuestros pacientes. 
Teniendo en cuenta la presencia de signos de neurona motora en la ataxia de A 
Costa da Morte, también resulta sumamente interesante que a la misma región de 
20p se ha ligado una forma autosómica dominante de ELA familiar, ALS7 (Sapp 
et al., 2003). Aunque no se puede descartar que la propia expansión de NOP56 
sea la causa de ALS7, sería plausible que un gen cuya expresión está afectada por 
la expansión de SCA36 fuese el responsable de los signos de neurona motora en 
estos pacientes y, también, el causante de ALS7. 
En esa región candidata aparecen otros genes de interés presentes en OMIM, 
como son IDH3B que se ha asociado a retinitis pigmentaria y AVP que causa 
diabetes insípida neurohipofisiaria. Todos esos genes fueron analizados en 
nuestros pacientes con resultados negativos. 
En la región de interés también se han ubicado loci de susceptibilidad a otros 
fenotipos neurológicos recogidos en OMIM, como la enfermedad de Alzheimer 8 






Una expansión intrónica de NOP56 causa la ataxia de A Costa da Morte: SCA36 
Una vez secuenciados todos los genes candidatos de la región y no encontrarse 
ninguna variación posiblemente patogénica en ellos, pasamos a ultrasecuenciar la 
región de 1,6 Mb utilizando la tecnología de Roche 454. Este tipo de tecnologías 
se utilizan hoy en día para la búsqueda de nuevos genes causantes de 
enfermedades, en vez de ir secuenciando gen a gen (Shi et al., 2013). El 
problema al utilizar este tipo de técnicas es que aun no están preparadas para 
detectar grandes expansiones en el genoma, así que cualquier mutación causada 
por una expansión de nucleótidos no se puede detectar. Como resultado de la 
ultrasecuenciación de nuestra zona candidata se encontró una variante en el exón 
12 de TMC2. Al ser uno de los genes candidatos de mayor interés se pensó que 
podría ser la mutación causal y que por alguna razón no se había visto al 
secuenciar el gen. Al repetir la secuenciación por Sanger en varios afectados no 
se confirmó, así que era un falso positivo producido por la técnica (Harismendy 
et al., 2009). 
No podíamos descartar que la ataxia de A Costa da Morte estuviera causada por 
otros cambios estructurales como duplicaciones o deleciones. Se realizaron por 
tanto análisis de dosis con diferentes métodos, como PCR cuantitativa en tiempo 
real (qPCR), array CGH y array de SNPs.  
Los estudios de dosis qPCR del gen NOP56 dieron como resultado cambios 
estadísticamente significativos. En los pacientes parecía haber una disminución 
de la dosis con lo cual nos sugería un patrón de deleción en el gen, aunque los 
cocientes obtenidos tampoco eran exactamente de deleción. En cambio, los 
estudios de dosis realizados con las otras dos técnicas no relevelaron ningún dato 
interesante. 
Posteriormente analizamos diferentes tipos de regiones repetitivas para saber si la 
mutación era una expansión de alguna de esas zonas.  
Existen técnicas para la deteción de repeats, como por ejemplo el método RED 
(repeat expansión detection) (Schalling et al., 1993), utilizado por diversos 
autores (Martorell et al., 1997; Yuan et al., 2004). Hoy en día al conocerse la 
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secuencia del genoma humano no es necesario utilizar ese tipo de técnicas. Una 
opción de buscar zonas repetitivas es utilizando programas informáticos de 
búsqueda de secuencias. Una vez localizados se diseñan primers y se genotipan 
utilizando un secuenciador automático. Esta fue la técnica utilizada en este 
proyecto.  
Al realizar el análisis de las regiones repetitivas localizadas en la región 
candidata, se observó que en el repeat G3C2T-2581 todos los pacientes eran 
homocigotos, a excepción de un afectado. Ese hecho dio lugar a confusión y nos 
hizo dudar de que la mutación fuera la expansión de ese repeat. De todos modos 
parecía que existía una pérdida alélica siempre del progenitor afectado. Los 
afectados no parecían heredar nada del progenitor afectado. Al principio parecía 
que habíamos identificado una falsa paternidad, pero al repetirse este fenómeno 
en varios núcleos familiares y entre madres e hijos afectados, esa hipótesis perdió 
todo su valor. 
Este fenómeno de pérdida alélica también se observó en el chip de SNPs de 
Sequenom y en el análisis de STRs próximos a la mutación. Todos estos 
resultados alertaron sobre algún cambio estructural en el cromosoma que 
justificase problemas técnicos para poder amplificar el alelo mutado.  
Ante la elevada sospecha de que se tratase de una expansión se realizó la técnica 
de southern blot. Tradicionalmente se ha usado la detección radiactiva, pero la 
detección quimioluminiscente ha demostrado ser una alternativa eficaz. Su 
sensibilidad ha aumentado gracias al empleo de sustratos como el CPD-star que 
emiten una potente señal lumínica bajo la actividad enzimática de la fosfatasa 
alcalina. Se emplea digoxigenina para marcar las sondas que son detectadas 
mediante anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa alcalina. Los 
tiempos de exposición se han reducido considerablemente, aunque requiere una 
mayor cantidad de ADN. Su principal limitación es la pérdida de sensibilidad 
causada por el background en períodos de exposición largos (Engler-Blum et al., 
1993). Debido a todas estas ventajas y a que nuestro laboratorio no estaba 
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preparado para realizar el southern blot radiactivo decidimos decantarnos por 
realizar el quimioluminiscente.  
Las sondas utilizadas en el southern blot pueden ser obtenidas por clonación de 
ADN complementario o bien pueden sintetizarse mediante PCR. Nosotros 
utilizamos las sondas sintetizadas por PCR por ser una metodología más fácil de 
realizar en nuestro laboratorio.  
Se realizó el southern blot quimioluminiscente un par de veces y debido a que 
obtuvimos una señal demasiado pobre en relación al ruido de fondo, y a que 
apremiaba el tiempo, decidimos realizar el southern blot radiactivo con P32 en el 
laboratorio de la Dra Silveira en el IBMC de Porto (Portugal), realizando así la 
doctoranda una estancia predoctoral.  
A pesar del trabajo laborioso del southern blot radiactivo, éste se pudo llevar a 
cabo y así detectar la presencia de una expansión en los individuos afectados 
analizados. Estábamos pues ante la mutación causal de la ataxia de A Costa da 
Morte, una expansión hexanucleotídica de varias kilobases en el intrón 1 de 
NOP56. 
Unos meses después, mientras se realizaba el southern blot del resto de los 
afectados de las familias Kobayashi y colaboradores (2011) publicaron la misma 
mutación de NOP56 como causante de la ataxia Asidan en las familias 
caracterizadas por ellos, y pasó a ser SCA36. 
Este tipo de técnicas, como el southern blot radiactivo, prácticamente están en 
desuso actualmente, debido a que son muy laboriosas y un tanto peligrosas 
debido a la exposición de la radiactividad. Cada vez más aparecen diferentes 
enfermedades neurológicas causadas por expansión de nucleótidos, como por 
ejemplo el complejo ELA-demencia frontotemporal causado por la expansión de 
C9orf72, con lo cual estas técnicas de biología molecular tienen que ser 
utilizadas de nuevo en los laboratorios (Akimoto et al., 2014). 
La expansión de NOP56 muestra inestabilidad meiótica y posible correlación con 
el inicio de los síntomas. En nuestro estudio se observó una tendencia de 
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aumento de tamaño en los alelos SCA36 expandidos durante la transmisión, más 
frecuentemente en la paterna, igual que ocurre en SCA10 (Matsuura et al., 2004), 
así como en expansiones (CAG)n, donde se ha reportado un ligero sesgo de la 
contracción materna en contraposición con un sesgo de expansión paterna del 
mutante (Aziz et al., 2011). 
Los análisis Kaplan-Meier, que son análisis estadísticos de supervivencia se 
utilizan en los estudios de enfermedades producidas por expansión, para 
determinar si existe correlación entre la edad de inicio y el tamaño de la 
mutación. En la enfermedad de Huntington existen numerosos estudios que 
correlacionan el tamaño de los alelos y la edad de inicio (Brinkman et al., 1997) 
en el que encuentran una correlación entre estos dos variables. 
Con nuestros datos no obtuvimos una correlación significativa entre el tamaño 
del alelo y la edad de inicio de la enfermedad. Esta información debería ser 
tomada con cautela ya que tanto el tamaño del alelo y la edad exacta del inicio de 
la enfermedad son difíciles de establecer, como es habitual en la mayoría de las 
enfermedades neurodegenerativas tardías donde los sesgos de la verificación 
también son probables. Además, se necesitan estudios más extensos y detallados 
para abordar esta cuestión. 
 
La SCA36 es una causa frecuente en Galicia de heredoataxia, pero no produce 
paraparesia espástica hereditaria 
Para determinar la presencia de la mutación en todos los pacientes y con una 
técnica menos laboriosa que el southern blot, se implementó una RP-PCR. Esta 
técnica no permite detectar el tamaño del alelo expandido, pero sí que nos 
permite saber si la mutación está presente en el paciente o no. 
En Galicia existen un gran número de familias con ataxia aun sin filiar. SCA36 
representa un 6,3% de las ataxias que encontramos en nuestra comunidad. Este 
dato hay que tomarlo con cautela, porque en la serie de ataxias que se analizó la 
expansión  existen muchos casos que no tienen una herencia dominante clara. Si 
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calculamos el porcentaje de SCA36 solo en las familias que tienen una herencia 
dominante definitiva, este pasaría a ser el 21,3%. Si lo comparamos con el resto 
de SCAs que hay en Galicia, es con diferencia la SCA más prevalente, siendo la 
segunda SCA2 con un 4,4%. SCA36 podría compararse a la SCA3 en Portugal, 
que representa un 63%, siendo la SCA mayoritaria con respecto al resto de las 
ataxias, en contraposición de la SCA2 que representa solo un 2%, y es la segunda 
en prevalencia. En Galicia podrían existir muchos más casos de SCA36, debido 
al gran número de personas a riesgo, más de 400, que existen en las ramas de las 
familias en las que existen casos positivos.  
Los pacientes con SCA36 muestran signos de disfunción tanto en la neurona 
motora superior como en la inferior. Estas características son solapantes con 
otros grupos de desórdenes neurodegenerativos, como las paraparesias espásticas 
(Bettencourt et al., 2012). Muchos pacientes con ataxia de inicio tardío debutan 
con una paraparesia, y sin no existen otros casos dentro de la familia, se 
diagnostican como tal. Por ello, analizamos muestras de pacientes con 
paraparesia espástica por presentar un grado significativo de solapamiento clínico 
y genético. 
Analizamos la expansión de SCA36 en 214 pacientes con formas puras o 
complicadas de paraparesia espástica. No se encontró ninguna expansión 
GGCCTG en este grupo.  
Analizamos también un grupo de 234 controles gallegos sanos y tampoco se 
encontró ninguna expansión. Esto coincide con los datos de Kobayashi et al. 
(2011) que tampoco encontraron ninguna mutación de SCA36 en pacientes con 
esclerosis amiotrófica lateral o demencia.  
Estos resultados sugieren que los efectos patogénicos de grandes expansiones en 
NOP56 pueden ser más específicos en la función del cerebelo. La expansión 
hexanucleótida en el primer intrón de C90RF72, principal causa genética de 
demencia frontotemporal y esclerosis amiotrófica lateral (ELA), es un desorden 
neurológico con una degeneración de las neuronas motoras (DeJesus-Hernandez 
et al., 2011; Renton et al., 2011). Puede existir un solapamiento entre este grupo 
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de transtornos causados por mutaciones similares entre sí, como la SCA36 y la 
demecia-ELA, aunque no hemos detectado ningún caso de SCA36 con fenotipo 
de ELA, ya que los síntomas y signos de afectación de segunda neurona estaban 
restringidos a la lengua. 
 
El repeat intrónico de NOP56 en población normal es variable en tamaño y 
estructura 
Algunas enfermedades producidas por expansión de repeats presentan alelos 
normales muy variables, como es el caso de SCA1 que el rango de alelos 
normales va de 6 a 39 repeticiones del triplete CAG, mientras que los alelos 
expandidos van de 39 a 91 (Schöls et al., 2004). En cambio, otras enfermedades 
tienen muy poca variabilidad en el tamaño de los alelos, como ocurre en la 
distrofia muscular oculofaríngea. En esta enfermedad el alelo normal tiene un 
tamaño de 6 repeticiones del triplete GCG, y los pacientes presentan alelos 
expandidos de entre 8 y 14 repeticiones de dicha secuencia (Brais et al., 1998). 
Esto es debido a que el genoma de los organismos eucariotas está compuesto por 
numeroso ADN repetido en tándem, denominado microsatélite (STR). Estas 
secuencias de ADN presentan una tasa de mutación 10-3 eventos por locus y por 
generación (Weber et al., 1993), cifra muy superior a la tasa de mutación de las 
secuencias de copia única que va de 10-9 a 10-10.  
Durante mucho tiempo se ha creído que la evolución de los microsatélites es al 
azar, aunque han aparecido estudios que demuestran que estas secuencias pueden 
tener significado funcional como elementos reguladores o codificantes. Li y 
colaboradores (2002) agruparon las funciones de los microsatélites en tres áres, 
como son la organización de la cromatina, la regulación de los procesos 
metabólicos del ADN y la regulación génica, siendo éste último el mejor 
documentado, ya sea a través de su efecto en la transcripción, en la traducción o 
en la unión a proteínas. 
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El repeat GGCCTG que se encuentra expandido en SCA36 fue estudiado en 
población control para observar su tamaño y su estructura. En población española 
el rango de tamaño de los alelos normales fue de 3 a 14 repeticiones, siendo la 
repetición del alelo 9 el más abundante en España e Italia (García-Murias et al., 
2012; Sarto et al., 2013). En EEUU el rango de tamaño de los alelos normales va 
desde 6 a 14 repeticiones (Figley et al., 2014). 
En los datos proporcionados por Kobayashi et al. (2011) observan que en 300 
controles japoneses el tamaño de la repetición normal del repeat GGCCTG 
variaba entre 3 y 8 repeticiones.  
En el complejo demencia frontotemporal y esclerosis amiotrófica lateral (ELA) 
los alelos normales van desde 2 a 24 repeticiones, siendo el alelo 2 el más 
frecuente en Europa (Rutherford  et al., 2012; van der Zee et al., 2013). Este 
rango de alelos normales es mayor al encontrado en SCA36. 
Obayashi y colaboradores (2013) encontraron alelos intermedios de un tamaño 
de 23 a 30 repeticiones, aunque no explican si esos alelos estaban presentes en 
afectados o en personas a riesgo.  
En algunas enfermedades como en la enfermedad de Huntington (HD), existen 
alelos premutados (Potter et al., 2004) que presenta la población normal y que 
van expandiéndose en las siguientes generaciones. Estos alelos tienen un tamaño 
intermedio entre los normales y los premutados, 27 a 35 repeticiones CAG en 
huntington. Un individuo con un alelo de este tamaño no presenta riesgo de 
desarrollar los síntomas, pero su descendencia si, debido a esta expansión en la 
transmisión del alelo.  
La teoría de los alelos premutados no parece encajar en SCA36, debido a que 
tendrían que estar surgiendo mutantes de vez en cuando y sería bastante 
improbable que tuvieran todos el mismo haplotipo, como ocurre en nuestros 
pacientes gallegos. 
Las implicaciones clínicas de los alelos GGCCTG de entre 15 a 650 repeticiones 
aun están por clarificar. Alelos de este rango de tamaño no se observaron en la 
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población general estudiada, a excepción de los encontrados por Obayashi y 
colaboradores que habría que analizar más detalladamente (García-Murias et al., 
2012, Sarto et al., 2013, Obayashi et al., 2013; Figley et al., 2014). 
Al hacer la comparación de la distribución de los alelos normales en población 
general, en la serie de paraparesias y en la de ataxias, nos estábamos preguntando 
si tener un tamaño u otro del alelo normal predispone a la neurodegeneración, 
quizá en combinación con otros factores. En principio la respuesta que 
encontramos es que no hay indicios de que esto ocurra, al menos en los 
síndromes cerebelosos y piramidales, es decir, la distribución de los alelos 
normales en estos grupos fue similar (figura 49).  
Si los alelos de tamaño grande predisponen a otras enfermedades 
neurodegenerativas no lo hemos estudiado. Esto ocurre en pacientes que tienen 
alelos de SCA2 de un tamaño pequeño que presentan cuadros de parkinsonismo 
familiar puro sin signos cerebelosos (Furtado et al., 2002). 
Caracterizamos la estructura de los alelos no expandidos mediante secuenciación 
y se mostró que los alelos no expandidos en nuestra población presentan diversas 
combinaciones de un repeat imperfecto con la siguiente estructura (RGCCTG)-
(GGCCTG)n-(CGCCTG)n, con o sin el INDEL CGGGCG que se encuentra 
situado a 44 pb upstream. Este tipo de estructuras imperfectas se han visto en 
otras enfermedades producidas por expansión como la SCA10, SCA8 y SCA12 
(Matsuura et al., 2006). 
 
SCA36 se suma a las enfermedades neurodegenerativas por expansión 
La mutación que causa la ataxia de A Costa da Morte es una expansión 
hexanucleotídica de varias kilobases en el intrón 1 de NOP56, por lo tanto 
estamos ante un nuevo tipo de ataxia espinocerebelosa (SCA36) producida por 
expansión. 
Muchas enfermedades neurológicas hereditarias están causadas por expansiones 
de secuencias cortas de ADN. La mayoría son expansiones de trinucleótidos 
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CAG traducidas a poliglutaminas (poli-Q), a las que se atribuye un mecanismo 
de ganancia tóxica de función.  
La HD y varias ataxias espinocerebelosas (SCAs) están causadas por este tipo de 
expansiones. Las primeras mutaciones identificadas de este tipo causante de 
enfermedades neurológicas, fueron en la década de los ochenta del pasado siglo. 
Hoy en día vuelven a estar muy presentes gracias al descubrimiento de nuevas 
enfermedades causadas por grandes expansiones del genoma. 
Uno de los últimos descubrimientos es la expansión del repeat GGGGCC en el 
gen C9orf72 causante de esclerosis lateral amiotrófica y demencia 
frontotemporal (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011). Otros 
ejemplos de enfermedades neurodegenerativas con grandes expansiones de 
nucleótidos diferentes de CAG son la enfermedad de Huntington tipo 2 (HDL2), 
la distrofia miotónica tipo 2 (DM2) y algunas SCAs como la SCA8, SCA10, 
SCA31. 
A todo este grupo de expansiones se suma ahora la SCA36, identificada también 
en familias de Japón (Kobayashi et al., 2011). 
Es extremadamente interesante el hecho de que la expansión causante de SCA36 
es muy similar a la mutación recientemente descrita en C9orf72 causante de 
ELA-demencia frontotemporal, también una expansión en el intrón 1 del gen 
correspondiente. El hecho de que, como en la ELA, los pacientes con SCA36 
presenten síntomas de afectación de la neurona motora (Kobayashi et al., 2011; 
García-Murias et al., 2012), acrecienta el interés del solapamiento de este grupo 
de trastornos, tanto en sus mecanismos, como en sus manifestaciones y, lo que es 
más importante, en la posibilidad de identificar dianas o estrategias terapéuticas 
compartidas.  
Ambas expansiones se sitúan en el intrón 1 de los respectivos genes y tienen una 
estructura muy similar. Los dos repeats son ricos en GC, que son nucleótidos 
muy estables por estar unidos por tres puentes de hidrógeno. 
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No se conoce muy bien la dinámica molecular en este tipo de expansiones a lo 
largo de las sucesivas generaciones. Tampoco se conoce cual es su influencia en 
las funciones del ADN genómico. 
La inestabilidad gamética se ha demostrado que depende de la longitud del 
repeat (Wheeler et al., 1999). Se vio que los gametos con expansiones mayores 
eran menos estables que cuando las expansiones eran más pequeñas a la hora de 
ser transmitidos. 
El tamaño de los alelos expandidos en las familias españolas con SCA36 oscilaba 
entre las 650 y las 2500 repeticiones, un rango más amplio que el reportado por 
Kobayashi et al (2011) en las expansiones de SCA36 japonesas (1700-2300 
repeticiones).  
Sin embargo, debido a que no esta claro si los primers utilizados por Kobayashi 
et al. (2011) para la amplificación de la repetición también incluyen el INDEL 
cercano, el rango de tamaño de los alelos no pueden ser comparables.  
El tamaño del repeat hexanucleótido GGCCTG en un rango definitivamente 
patológico (>650) es inestable en la transmisión intergeneracional. Aunque se 
observaron aumentos y disminuciones de tamaño, el aumento del tamaño del 
repeat fue más común entre los diferentes núcleos familiares estudiados. Existe 
mucha variación de tamaño entre diferentes miembros de la misma familia. 
No se conoce cómo puede afectar la inestabilidad del repeat al fenotipo. Habrá 
que realizar más estudios sobre la estabilidad/inestabilidad de este tipo de 
mutaciones en meiosis y mitosis. 
La media del tamaño de los alelos estudiados en las familias gallegas fue de 1,8 
kb, de ~1230 a ~1530 repeticiones repeticiones (es decir, un aumento de ~ 300 
repeticiones) en más de tres generaciones consecutivas.  
Los alelos de mayor tamaño se observaron en los individuos que heredaban la 




Se ha observado también una disminución del tamaño del alelo especialmente en 
la transmisión materno (García-Murias et al., 2012). 
Comparando la severidad de los síntomas, en base meramente a la impresión 
clínica, de forma preliminar, los portadores de los alelos expandidos parece que 
presentaban una tendencia a síntomas más graves, especialmente en la marcha 
atáxica, y un cierto mayor deterioro leve de la función ejecutiva. Estos resultados 
no están verificados matemáticamente. 
 
La expansión de NOP56 refuerza el papel del ARN en la neurodegeneración 
Se han identificado mutaciones de diferentes tipos en las SCAs. Además, de las 
repeticiones CAG codificantes, las expansiones no codificantes de tripletes, así 
como las expansiones intrónicas más grandes y mutaciones puntuales han sido 
asociados a las ataxias dominantes (Schöls et al., 2004; Sequeiros et al., 2010, 
2011).  
La expansión causante de SCA36 ofrece, pues, una oportunidad única para 
profundizar en el conocimiento de algunos aspectos de la transcripción génica, su 
regulación y, especialmente, la desregulación implicada en enfermedades 
neurogenéticas, ya que en SCA36 podrían estar implicados múltiples 
mecanismos dependientes del ARN.  
En primer lugar, el propio gen en el que la expansión se localiza, NOP56, 
codifica para una proteína de 56-kDa (proteína nucleolar 56, Nop56p) que 
interactúa con NOP1 y NOP58 para formar la subunidad ribosomal de 60S 
(Gautier et al., 1997). Nop56p pertenece a la familia de las proteínas 
NOP5/NOP56 implicadas en la metilación del ARN ribosomal y en el 
procesamiento del pre-rARN (McKeegan et al., 2009). Nop56p es necesaria para 
la transformación de las células Myc-inducidas y es hiperactivada en la 
oncogénesis (Cowling et al., 2014). Sin embargo, los mecanismos patogénicos de 




Se cree que las expansiones de secuencias repetitivas dan lugar a moléculas de 
ARN con un efecto tóxico, posiblemente por interacción con proteínas ligadas a 
ARN específicas para diferentes enfermedades por expansión (Todd et al., 2010). 
Aunque, en general, se atribuye un efecto de ganancia tóxica de función de estos 
ARNs, este tipo de expansiones pueden originar también déficit de función a 
través de mecanismos epigenéticos (por ejemplo la frataxina). 
La presencia de grandes alelos patógenos expandidos no parece alterar la 
transcripción de NOP56 o los niveles de proteína en líneas celulares de 
individuos.No se han descrito isoformas de NOP56 alternativas. . 
Se han propuesto diversos mecanismos para los trastornos de expansión de 
repeticiones que conducen a un efecto tóxico del metabolismo alterado de ARN.  
La expansión GGCCTG en SCA36 conlleva a acumulaciones focales de ARN 
intranuclear localizados en líneas celulares linfoblastoides de los pacientes, 
posiblemente interrumpiendo la función normal de los factores implicados en la 
transcripción y splicing (Kobayashi et al., 2011).  
La presencia de estas acumulaciones de ARN también ha sido reportada en otras 
SCAs (Daughters et al., 2009; Sato et al., 2009), en distrofia miotónica, en la 
enfermedad de Huntington like 2 (Rudnicki et al., 2007) y más recientemente se 
ha propuesto un efecto tóxico en el metabolismo del ARN en la demencia- 
esclerosis lateral amiotrófica (Renton et al., 2011), apoyando un papel importante 
del ARN en desórdenes neurodegenerativos, incluyendo aquellos que afectan las 
funciones cerebelares, cognitivas y de la neurona motora.  
Otra hipótesis sobre los posibles mecanismos que contribuyen a la patogenicidad 
de SCA36 proviene de la evidencia de que los niveles de microARN pueden estar 
afectados por las expansiones y pueden no estar limitados a una función de 
ganancia tóxica. Al lado de la expansión de NOP56 se sitúa un microARN, 
mir1292, exactamente localizado a 19 pb 3’ del repeat GGCCTG. La creciente 
importancia reconocida para los microARNs en enfermedades humanas, tanto 
cáncer como enfermedades neurodegenerativas, los convierte en interesantes 
dianas terapéuticas que pueden ser tanto bloqueados (mediante secuencias 
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oligonucleotídicas complementarias) como activados (mediante secuencias 
similares). La expresión de este microARN está disminuída en líneas celulares 
linfoblastoides de pacientes con SCA36, lo que sugiere que una función 
regulatoria defectuosa de mir1292 podría ser crítica para la patogénesis de 
SCA36 (Kobayashi et al., 2011). Una combinación de los mecanismos de 
ganancia tóxica y de pérdida de función está siendo hipótesis para varias ataxias 
neurodegenerativas (Zoghbi y Orr, 2009; Seixas et al., 2011). 
Cambios en la estructura de la cromatina y modificaciones epigenéticas pueden 
también estar en juego y quizás afectar a genes cercanos. Por ejemplo, TMC2 es 
un gen localizado cerca de NOP56. Este gen principalmente se expresa en el oído 
interno y puede ser crucial para la función auditoria. Mutaciones en TMC1 
causan formas dominantes y recesivas de pérdida auditiva (Kurima et al., 2002; 
Tlili et al., 2008). Una posible hipótesis sobre la pérdida auditiva sensorial, casi 
constante en los pacientes gallegos con SCA36, podría deberse a la disfunción de 
TMC2. 
Recientemente, se han propuesto medidas de tratamiento relacionadas con la 
toxicidad del ARN. Los focos de ARN que se agregan en los pacientes con 
expansión del hexanucleótido GGGGCC en el gen C9orf72 que produce 
demencia-ELA, se reducen mediante la unión de oligonucleótidos antisentido 
(ASOs). Estos ASOs sintéticos son capaces de unirse al ARN mensajero o a los 
pre-ARN mensajeros interfiriendo en su función (Fernandes et al., 2013). Estos 
oligonucleótidos antisentido son capaces de promover la degradación del ARN 
mediantes enzimas ARNasa. Se ha comprobado que reducen los focos de ARN 
que llevan la expansión del C9orf72 sin alterar los niveles de ARN (Lagier-
Tourenne et al., 2013). Estas aproximaciones son muy importantes para poder 





La mutación que heredaron los pacientes actuales con ataxia de A Costa da 
Morte procede de un ancestro comun que probablemente vivió hace  600-700 
años 
La mutación de SCA36 se presenta en un haplotipo común en todos nuestros 
pacientes, sugiriendo un origen fundador que está apoyado sobre el hecho de que 
las familias más grandes (familias F1 y F2) son originarias de un área costera 
aislada.  
Hemos trazado el origen de la expansión de SCA36 a ~51 generaciones, 
aproximadamente hace 1.200 años , en la Edad Media. Alrededor del año 715, el 
Islam llegó a Galicia y su presencia no duró más que unas décadas debido a la 
Reconquista. El territorio gallego, inicialmente incorporado al Reino de Asturias, 
pronto conformará transitoriamente una entidad política propia, conocida como 
Reino de Galicia. En este entorno histórico, en tiempos coetáneos con el 
descubrimiento de una tumba atribuida al apóstol Santiago en el lugar de 
Compostela, pudo haber surgido la mutación gallega de SCA36.  
Las especulaciones que podamos hacer acerca del origen exacto del ancestro 
común no pasan de ser más que meras conjeturas. Sin embargo, sabemos que 
vivió entre los años 1.000 y 1.600 en una zona marinera, con lo que no podemos 
descartar que este antepasado expandiese esta mutación a otros territorios ni que 
la trajese consigo desde otro lugar. ¿Sería un pesador de Bergantiños? ¿Un 
cruzado? ¿Un constructor de la catedral de Santiago? ¿Un invasor, un 
comerciante o un peregrino extranjero? Nos estamos refiriendo a una época en la 
que Galicia, con sus importantes puertos y con Santiago de Compostela 
convirtiéndose en uno de los más importantes destinos de peregrinaje de Europa 
y fundando una de las más antiguas universidades, tiene un gran contacto con el 
exterior. 
Las estimaciones de la datación de la mutación dependen parcialmente de varios 
parámetros que son difíciles de determinar, como son el crecimiento del ratio de 
la población y la proporción de cromosomas portadores de la enfermedad, 
frecuencia de recombinación, evaluados en el estudio. El crecimiento de una 
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población va a depender de los diferentes momentos de la historia por los que fue 
pasando la humanidad. 
Otro de los parámetros a tener en cuenta es el intervalo intergeneracional. Hemos 
considerado dicho intervalo en 25 años, lo cual creemos que posiblemente es un 
planteamiento conservador. Hay que tener en cuenta que en Galicia, como en el 
resto del mundo, en los siglos pasados la edad para tener descendencia era mucho 
menor de 25 años. Si utilizamos una edad intergeneracional más pequeña, la edad 
de la mutación de SCA36 podría aumentar. 
En la ataxia de Friedreich, el origen de los alelos expandidos esta datado 
aproximadamente a 25.000 años, después de la expansión de la población del 
Paleolítico Superior (Labuda et al., 2000). La distrofia miotónica tipo 2 posee un 
haplotipo fundador que fue calculado entre 5.000 y 12.500 años (Bachinski et al., 
2003) y en la enfermedad de Huntington la presencia del haplotipo ancestral solo 
en Valencia, fue estimado alrededor de 4.700 y 10.000 años (García-Planells et 
al., 2005). 
El antepasado común más cercano de todas las familias gallegas, podría haber 
vivido hace unos 625 años, si tenemos en cuenta de nuevo los 25 años como 
intervalo intergeneracional. Este dato es más exacto y supone un margen de error 
menor al no tener en cuenta parámetros variables y solo basarse en el haplotipo 
compartido entre las diferentes familias estudiadas. 
Los resultados obtenidos con ESTIAGE y DMLE son consistentes entre ellos y 
con el hecho de que la edad de los ancestros más recientes ha de ser igual o 
inferior que el tiempo en la historia en la que la mutación surgió (Rannala y 
Bertorelle, 2001). 
 Las nueve familias con SCA36 reportadas en el Este de Japón también 
compartían un haplotipo común, que no es directamente comparable con los 
haplotipos gallegos con la información de los marcadores disponibles (Kobayashi 
et al., 2011). El haplotipo compartido por los pacientes japoneses es más grande 
(1.8Mb) que el haplotipo gallego de SCA36 (0.8Mb), sugiriendo que el anterior 
podría tener un origen más reciente.  
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Será interesante investigar si la mutación encontrada en pacientes japoneses y en 
España tienen un origen común, como es el caso de la SCA3 o enfermedad de 
Machado-Joseph, donde un cromosoma original común ha sido encontrado en la 
mayoría de las familias de todo el mundo (Gaspar et al., 2001). En otras SCAs y 
enfermedades producidas por expansión de repeats también se han descrito 
mutaciones fundadoras (Verbeek et al., 2004; Sequeiros et al., 2011). 
Se ha demostrado el origen asiático de la mutación ancestral en la enfermedad de 
Machado-Joseph/SCA3 que más tarde se difundió por Europa (Martins et al., 
2007) . Varias familias portuguesas con atrofia dentato-rubro-pállido-lusiana 
también comparten un haplotipo común ancestral con pacientes japoneses 
(Martins et al, 2003). Se ha sugerido un ancestro común para SCA2 de origen 
europeo (Ramos et al., 2010). La gran diversidad de los marcadores STRs en las 
familias mexicanas sugieren un origen amerindio mexicano de la expansión de 
SCA10 (Almeida et al., 2009). 
Una relación similar con Japón podría aplicarse a Galicia. Sin embargo, también 
es posible que sean eventos mutacionales independientes las expansiones gallega 
y japonesa de SCA36.  
También deberíamos destacar que nuestra región ha sido tradicionalmente 
asociada con la emigración hacia América Latina, especialmente durante los 
siglos XIX y XX. De hecho, muchos familiares de las familias de este estudio 
han emigrado a Argentina, Uruguay, Chile y México. Esto hace pensar que es 
muy posible que vayan a aparecer más casos de SCA36 en América Central y 
Sudamérica.  
 
Traslación a la clínica: implementación de un protocolo para el diagnóstio 
rutinario y  asesoramiento genético 
Este trabajo de investigación puso de manifiesto que la ataxia de A Costa da 
Morte está causada por un tipo de mutación - expansión de una zona repetitiva de 
gran tamaño- no detectable fácilmente con las técnicas de diagnóstico genético 
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rutinarias, incluyendo los métodos de análisis de dosis y de secuenciación high-
throughput actuales. El análisis convencional de fragmentos amplificados con 
marcaje fluorescente - que permite llevar a cabo el diagnóstico de expansiones de 
menor tamaño, como por ejemplo SCA6 - no tiene suficiente nivel de resolución 
para detectar los alelos patológicos de SCA36. La expansión de SCA36, igual 
que otras grandes expansiones como pueden ser la causante del síndrome de X-
frágil o la de la enfermedad de Steinert, nos obliga a disponer en el laboratorio 
otro tipo de técnicas, incluyendo algunas que hoy en día están casi en desuso.  
En nuestro caso fue necesaria la implementación del southern blot radiactivo 
para observar el tamaño de la expansión. Esta técnica, poco susceptible de ser 
automatizada en alguno de sus múltiples pasos, es demandante en términos de 
tiempo e implica disponer de personal entrenado para su desarrollo e 
interpretación. El marcaje radiactivo puede ser sustituido por métodos 
quimioluminiscentes, aunque estos generalmente poseen menor sensibilidad de 
detección. No es, pues, un método muy práctico a la hora de utilizarlo en la 
rutina de diagnóstico. Puesto que a día de hoy el conocimiento del tamaño 
preciso del alelo expandido en SCA36 no conlleva implicaciones terapéuticas o 
en el manejo del paciente, en la práctica clínica es suficiente con determinar la 
presencia o ausencia de la mutación Por ello, hemos puesto a punto la técnica de 
repeat-primed PCR (RP-PCR) para la SCA36. Mediante esta técnica y a la 
posibilidad de analizar el haplotipo gallego genotipando algunos marcadores 
STR como método de apoyo o confirmación, si es necesario, hemos podido 
establecer un protocolo de diagnóstico molecular robusto, utilizado ya en la 
Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica de forma rutinaria.  
Hemos observado que en Galicia la SCA36 es la más frecuente de  las SCAs, un 
6.3% en el colectivo de pacientes con ataxia sin especificar. Se han detectado un 
total de 67 pacientes con la mutación de SCA36 durante la ejecución del 
proyecto a los que se suman otros 8 casos positivos procedentes del diagnóstico. 
Estos datos reflejan que el análisis de la expansión de SCA36 está ya sirviendo 
para la atención a los pacientes gallegos con ataxia. Es una prueba que ya se está 
solicitando de manera rutinaria en nuestra comunidad. 
Discusión 
163 
Las familias que presentan SCA36 pertenecen a las provincias de A Coruña y 
Pontevedra, en las que es previsible que se continúe diagnosticando una 
frecuencia más elevada de SCA36 que en el resto de Galicia, lo cual tiene 
iplicaciones en el establecimiento de protocolos diagnósticos para las ataxias de 
comienzo tardío en Galicia. En el resto de España se ha detectado ya algún caso 
de SCA36 (de Fábregues et al., 2013; datos propios sin comunicar). Sería 
importante llevar a cabo una actualización de la epidemiología genética de las 
SCAs en las diferentes regiones de nuestro país para optimizar los protocolos de 
diagnóstico molecular en los laboratorios de diagnóstico genético.  
Aunque no fue el objetivo principal del trabajo, toda la ejecución de este 
proyecto no habría podido llevarse a cabo sin un protocolo de asesoramiento 
genético. Este tipo de enfermedades de inicio tardío y con anticipación, como 
SCA36, presentan una dificultad a la hora de realizar un consejo genético 
adecuado. Los test genéticos en estas enfermedades pueden utilizarse como 
análisis predictivos, es decir, permiten conocer si una persona actualmente sin 
síntomas padecerá o no la enfermedad en el futuro con un alto grado de 
probabilidad. Este tipo de análisis puede ser de utilidad para algunas personas, 
que expresan su deseo de conocer el resultado predictivo, pero también conlleva 
posibles riesgos e inconvenientes que hay que tener muy en cuenta. Entre las 
razones consideradas para proceder a un test predictivo se encuentran las 
medidas de fisioterapia temprana, el seguimiento médico más exhaustivo, 
beneficios psicológicos (eliminar la incertidumbre) o la planificación de la vida 
personal y reproductiva del individuo, así como de otros miembros de la familia 
(Decruyenaere et al., 2003). Por el contrario, entre los posibles inconvenientes de 
este tipo de análisis destaca el impacto psicológico negativo que puede suponer 
conocer el resultado. Además, en este tipo de enfermedades neurodegenerativas 
de inicio tardío y progresión lenta, en las que no se puede determinar con 
exactitud el inicio de los síntomas y en las que puede existir heterogeneidad 
clínica, incluso dentro de la misma familia, hace que esta decisión sea aun más 
importante y más difícil de tomar (Quintáns et al., 2011). La planificación del 
futuro personal, laboral y, sobretodo, los planes reproductivos de la pareja, es una 
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de las cuestiones más importantes a tener en cuenta cuando se trata de individuos 
jóvenes. Es una situación difícil de afrontar, pues plantea responsabilidades 
intergeneracionales (Decruyenaere et al., 2007). 
Por todo ello se recomienda a menudo que estas consultas de asesoramiento 
genético sean realizadas con la participación de psicólogos y otros profesionales 
con formación adecuada (como asesores genéticos) para ayudar a la toma de 
decisiones de pacientes y familiares, así como afrontar los resultados del análisis 
genético (Lerman et al., 2002).  
En las consultas que nosotros hemos llevado a cabo a lo largo de este estudio de 
SCA36 se han seguido las recomendaciones para análisis predicitivos de 
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo el confrontar al individuo con los 
motivos y los posibles del análisis predictivo antes de proceder con el estudio. Se 
ha llevado a cabo un análisis predictivo a 28 personas asintomáticas 
pertenecientes a las familias estudias. Una buena colaboración entre genetistas, 
clínicos y psicólogos es fundamental en estas consultas, la mejor ayuda para que 
las personas a riesgo puedan reflexionar sobre las implicaciones del análisis 













En resumen, la ataxia de A Costa da Morte o SCA36 está causada por una 
expansión hexanucleotídica del repeat GGCCTG situado en el intrón 1 del gen 
NOP56. La SCA36 representa el 6,3% de las ataxias en Galicia, 21% de las 
dominantes, la más frecuente entre todos los tipos de SCA. Nuestros datos se 
suman al creciente número de síndromes neurodegenerativos asociados a grandes 
expansiones de ADN no codificante y posible patogénesis mediada por ARN. 
Esta descripción de 75 pacientes, pertenecientes a  13 núcleos familiares de 
Galicia  ha servido para perfilar el fenotipo de la SCA36-Ataxia da Costa da 
Morte: una ataxia de línea media de inicio tardío y lenta progresión, asociada a 
hipoacusia neurosensorial, moderados signos de afectación piramidal,  atrofia 
neurógena lingual y alteración de movimientos oculares. El análisis detallado de 
la región de ligamiento en el brazo corto del cromosoma 20 reveló que todos los 
casos gallegos de SCA36 derivan de un ancestro común que probablemente vivió 









1. El cuadro clínico caracterísitco de la  ataxia de la “Costa da Morte” 
consiste en un síndrome cerebeloso de inicio en la edad adulta y progresión 
lenta, asociado a hipoacusia neurosensorial. Otros hallazgos frecuentes son 
trastorno de los movimientos oculares, signos piramidales y atrofia lingual 
neurógena. 
2. La resonancia magnética cerebral refleja afectación inicialmente 
vermiana que posteriormente progresa hacia un patrón de atrofia olivo-
ponto-cerebelosa. 
3. Las manifestaciones de la enfermedad son bastante homogéneas, incluso 
entre aquellos pacientes pertenecientes a ramas familiares muy alejadas. Sin 
enmbargo, la edad de inicio e intensidad de los síntomas puede variar de 
unos pacientes a otros.  
4. El modo de herencia es autosómico dominante, con penetrancia completa 
dependiente de la edad y posible anticipación clínica.  
5. La mutación causante de la ataxia de A Costa da Morte se localiza en el 
brazo corto del cromosoma 20 (20p13), en las proximidades de los genes 
responsables de SCA23 (PDYN) y SCA35 (TGM6). 
6. La región cromosómica mínima compartida por todos los pacientes 
gallegos con ataxia de A Costa da Morte abarca ∼0.8Mb entre los 
marcadores flanqueantes telomérico (rs2422752, posición 2.360.990) y 
centromérico D20S181 (posición 3.172.512) en base a la versión 
GRCh37/hg19 del genoma humano. Hay 19 genes mapeados en esta región, 
entre los que se incluye TGM6, mientras que PDYN se encuentra fuera de la 
misma. 
7. Esta forma de ataxia está causada por una expansión de la secuencia a 
GGCCTG localizada en el intrón 1 del gen NOP56, y ha pasado a 
denominarse oficialmente SCA36. Este hexanucleótido intrónico es un 
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microsatélite para el que la población general presenta alelos de entre 3 y 14 
repeticiones. 
8. La SCA36 está causada por alelos con más de 650 unidades de 
repetición, pudiendo llegar incluso a 2.500 o más unidades en algunos 
pacientes. Hemos observado indicios de que la expansión patológica 
presenta inestabilidad meiótica: existe una tendencia al aumento de tamaño 
del alelo expandido con el paso de las generaciones, más marcada en la 
transmisión paterna. 
9. La SCA36 representa ∼ 6% de las ataxias heredodegenerativas en nuestra 
comunidad; la más frecuente en Galicia. Si consideramos los afectados de 
familias con herencia dominante, la SCA36 representa el 21,3% en nuestra 
serie. A través del presente trabajo hemos identificado 13 familias 
independientes derivadas de un ancestro común, que incluyen ramas con 
más de  400 personas a riesgo. 
10.  El antepasado común más reciente de los pacientes gallegos con SCA36 
probablemente vivió hace unos 625 años (hace 24-29 generaciones). 
Teniendo en cuenta los datos genéticos, la prevalencia de la enfermedad y la 
tasa de crecimiento de la población gallega hemos situado la edad de la 






8. PERSPECTIVAS FUTURAS  
 
La SCA36, descrita en esta tesis, es un nuevo tipo de ataxia espinocerebelosa 
causada por un repeat hexanucleotídico en el intrón 1 de NOP56 (Garcia-Murias 
et al., 2012), y se suma a la lista de enfermedades neurodegenerativas causadas 
por expansiones de ADN y presumiblemente asociadas a desregulación de la 
transcripción mediada por ARN. Su identificación y caracterización, a través del 
trabajo descrito, nos permitieron implementar un protocolo para el diagnóstico de 
los pacientes con ataxia en nuestra comunidad, que se suma al panel de análisis 
genéticos de ataxias de los que disponemos.  
Pretendemos ahora avanzar en el conocimiento molecular de esta mutación y sus 
consecuencias. En particular, entender el origen de la mutación, su dinámica en 
células somáticas y germinales, el efecto sobre la expresión génica y la relación 
entre el tamaño mutacional y las diversas manifestaciones fenotípicas.  
Para comprender los mecanismos moleculares de SCA36 e identificar potenciales 
estrategias terapéuticas nos planteamos ahora tres bloques de cuestiones: 
epidemiología y filogenética de la mutación, dinámica de la expansión, 
inestabilidad mitótica y meiótica, influencia en las características fenotípicas y 
efectos sobre la transcripción de otros genes.  
Para ello la colección de muestras y la relación de los datos obtenidos en esta 
tesis están ya siendo utilizados gracias a un proyecto FIS coordinado (Instituto de 
Salud Carlos III- PI12/00742, PI12/ 01013, PI12/ 00373) que se concedió para 
continuar en el estudio de esta línea de ataxia y que constituye el trabajo de otra 
tesis doctoral, en curso (Z Yáñez).  
Además de los grupos con los que se desarrolla dicho proyecto coordinado 
(Neurología, Medicina Nuclear, Neuroradiología, ORL, Electrónica y 
Computación), nuestro grupo ha establecido diversas colaboraciones con 
investigadores internacionales que también están trabajando en la SCA36. Por 
ejemplo, para profundizar en la epidemiología genética y origen de la SCA36 
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estamos actualmente colaborando con el Dr. Koizumi en la universidad de Tokio, 
investigador principal del grupo que identificó la mutación SCA36 en Japón 
(Kobayashi et al., 2011), así como con el Dr. Maruyama del departamento de 
epidemiología de la universidad de Hiroshima, con el grupo del Dr. Zaremba, del 
departamento de genética del instituto de Psiquiatría y Neurología de Varsovia, 
con el Dr. Stevanin del INSERM, París y con el Dr. Fogel, neurólogo de la 
unidad de ataxias de UCLA (EEUU). 
En una línea de trabajo distinta, otro grupo con el que hemos iniciado 
recientemente una colaboración es el dirigido por el Dr. Wilfried Rossoll de la 
Universidad de Atlanta (EEUU) para avanzar en el estudio de los mecanismos 
patogénicos de la SCA36 utilizando modelos celulares. Más cerca de nosotros, 
contamos con la colaboración del grupo de la Dra. Navarro, del Banco de Tejidos 
Neurológicos del Complejo Hospitalario Universitario de Vigo, para poder 
estudiar los tejidos de SCA36 a nivel patológico, histoquímico y molecular. 
Es de esperar que los conocimientos alcanzados en SCA36 tengan implicaciones 
en enfermedades neurodegenerativas causadas por mutaciones similares, en 
particular la mutación recientemente descrita en C9orf72 causante de ELA-
demencia. El hecho de que, como en la ELA, los pacientes con SCA36 presenten 
algunos síntomas de afectación de la neurona motora, acrecienta el interés del 
solapamiento de este grupo de trastornos, tanto en sus mecanismos como en sus 
manifestaciones y, lo que es más importante, en la posibilidad de identificar 
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ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO 
 
ESTUDIO GENÉTICO DE ATAXIA HEREDITARIA 
HOJA DE INFORMACIÓN 
 
 
Se le está pidiendo que participe en una investigación sobre las causas genéticas de la  
ataxia hereditaria (AH). Su colaboración puede ser de gran ayuda para el proyecto, 
bien porque Vd. sufre la enfermedad o porque, perteneciendo a una familia con AH, no 
tiene Vd. indicios de padecerla. Su participación es totalmente voluntaria, no tiene 
ningún tipo de compensación económica y tampoco supone ningún gasto para Vd. La 
atención médica que se le dispensa no se verá afectada por el hecho de que participe o 
no en esta investigación.  
Por favor, lea detenidamente la información que sigue y realice cualquier pregunta 
que desee aclarar antes de aceptar la participación. 
 
OBJETIVO DE LA INVESTIGACIÓN 
 
Las ataxias hereditarias constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades 
neurológicas raras (6/100 000) que incluyen trastornos en el sistema nervioso central y 
periférico, y que a veces afectan también otros sistemas y órganos. Producen 
generalmente trastorno progresivo de la marcha, con falta de equilibrio y caídas 
frecuentes, coordinación imprecisa de las manos, temblor de las extremidades o del 
tronco, disartria (alteraciones del habla), disfagia (dificultad en deglutir), vértigo y 
diplopía (visión doble). El inicio de los síntomas puede ocurrir entre la infancia y la 
edad adulta. La enfermedad puede estar causada por defectos genéticos (mutaciones) en 
al menos 30 genes ya conocidos o en otros todavía por conocer. La mayoría de estos 
genes son causas raras de la enfermedad y su análisis no se realiza en la actualidad de 
manera rutinaria.  
 
Esta investigación tiene dos objetivos principales:  
1) Identificar los genes y mutaciones causantes de la mayor parte posible de 
pacientes con AH, especialmente las de aquellos pacientes y familias en los que no 
se han encontrado las alteraciones más comunes en los análisis rutinarios; 
2) Desarrollar y mejorar las técnicas que se utilizan en la actualidad para el análisis 
genético de la AH en los laboratorios y especialmente desarrollar técnicas que 





En las familias en que se consigue identificar la mutación responsable por la 
enfermedad se puede:  
 
1) Confirmar el diagnóstico en el paciente estudiado; 
2) Analizar la mutación en personas de la familia que así lo desean para conocer 
qué riesgo tienen de desarrollar los síntomas y/o de transmitir la enfermedad a su 
descendencia (imposible cuando no se conoce la mutación causante).  
 
Cuando en una familia se identifica una mutación, desconocida hasta entonces, es de 
gran utilidad analizar a otros miembros de la familia (tanto enfermos como sanos) para 
aclarar si esta nueva mutación encontrada es la causa de los síntomas. El hecho de no 
existir antecedentes familiares conocidos de síntomas de ataxia no excluye que pueda 
tratarse de una enfermedad hereditaria, ya que a veces la mutación aparece por primera 
vez en un paciente, aún siendo sus padres sanos. Puede ocurrir también que los síntomas 
en otros miembros de la familia sean leves y hayan pasado desapercibidos. Por este 
motivo la exploración de familiares cercanos es muy importante.  
En el momento actual, el conocimiento de la mutación responsable en una familia 
concreta no tiene ninguna implicación directa en el tratamiento. Es decir, a día de hoy el 
tratamiento disponible para la AH, que no es curativo, no es diferente según se conozca 
o no la mutación en un paciente determinado. Sin embargo, cabe esperar que cuanto 
más conozcamos sobre las alteraciones genéticas causantes de esta enfermedad más 
cerca estaremos de poder desarrollar un tratamiento efectivo y seguro. 
 
PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACIÓN 
 
Si acepta participar en la presente investigación, se le requerirá la obtención de unos 20 
a 30 ml de sangre, que será utilizada para extraer de ella el ADN, molécula que alberga 
toda nuestra información genética. La muestra de ADN será conservada 
indefinidamente y podrá ser usada posteriormente en otros estudios sobre ataxia, salvo 
que usted manifieste lo contrario señalando para ello la casilla correspondiente al final 
de este documento. 
 
Durante la investigación le serán analizados múltiples genes conocidos relacionados 
con la ataxia. En aquellos casos en los que no se haya identificado ninguna alteración en 
el análisis de genes conocidos de ataxias podrán analizarse eventualmente todos los 
genes conocidos en los seres humanos con el objetivo de detectar o excluir en ellos 
mutaciones causantes de AH. Este tipo de análisis se denomina análisis de todo el 
exoma (pues en realidad no se analiza generalmente la totalidad del ADN, sino sólo los 
exones, es decir, las porciones del ADN que contiene la información más importante). 
Es posible incluso que, en el futuro, se puede llevar a cabo un análisis de todo el 
genoma (todo el ADN o material genético, no sólo los exones), lo que permitirá 
detectar alteraciones genéticas localizadas fuera de las zonas clave de los genes, pero 
que podrían tener importancia. Esto no es previsible, sin embargo, a corto plazo. El 
análisis de todo el exoma o de todo el genoma se lleva a cabo a partir de la misma 
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muestra usada para el estudio directo de los genes (es decir, no es necesario obtener una 
nueva muestra). 
 
Además de la muestra de sangre, es imprescindible tener los detalles de sus síntomas y 
los de otros miembros de la familia, así como un árbol genealógico (esquema en el 
que se representan las relaciones familiares). Para ello se recogerán en un formulario los 
datos clínicos de su enfermedad (síntomas principales, edad de inicio, resultados de 
pruebas), bien proporcionados a través de informes por su médico o bien por entrevista 
personal con Vd. por alguno de los neurólogos participantes en la investigación. 
Asimismo, los neurólogos investigadores de este proyecto le examinarán. Si es Vd. 
miembro de una familia con AH pero Vd. personalmente no ha acudido nunca al 
especialista (bien por no tener síntomas o por ser estos leves), será examinado por los 
investigadores. 
 
En el caso de que se identifique alguna mutación causante de la enfermedad el 
resultado se le proporcionará en un informe, salvo que desee Vd. renunciar a conocer 
este resultado, señalando para ello la casilla al final de este documento. En el caso de 
que se identifique alguna mutación o variante genética nueva, quizás sea necesario 
realizar análisis adicionales y solamente cuando la relación entre la nueva mutación 
encontrada y los síntomas haya sido verificada se podrá utilizar para confirmar el 
diagnóstico. Por lo tanto, la utilización del conocimiento genético originado por la 
presente investigación no será inmediata al descubrimiento, pues todo nuevo 
conocimiento científico exige análisis de confirmación y un tiempo para comprender 
bien el significado del hallazgo. Mientras tanto, los resultados de la investigación 
quedarán únicamente en conocimiento de los investigadores que participan en la misma, 
quienes se responsabilizan de la confidencialidad de los resultados.  
 
En caso de no encontrar mutaciones causales de la enfermedad su muestra quedará 
almacenada en el laboratorio para poder llevar a cabo nuevos análisis, a medida que 
estos análisis vayan estando disponibles. Su muestra será identificada con un código y 
se mantendrá la confidencialidad de su identidad. En cualquier momento puede Vd. 
solicitar que su muestra sea eliminada del laboratorio y destruida, así como todos sus 
datos clínicos y familiares recorridos en el ámbito de este proyecto. 
 




1. El resultado de esta investigación puede desvelar cuál es la mutación (alteración 
genética) que causa la AH en el caso de su familia. Este conocimiento es poco 
probable que tenga relevancia para tomar decisiones sobre su tratamiento, aunque puede 
ser de gran importancia para Vd. y para sus familiares. Por ejemplo, una vez 
identificada la mutación causante de la enfermedad en su familia, ésta puede ser 
analizada en el período pre-sintomático o prenatal para evitar transmitirla a los hijos. Un 
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resultado negativo no excluye que la enfermedad que Vd. o sus familiares presentan sea 
hereditaria, ya que podría estar causada por un gen que no se haya analizado o una 
mutación que no se haya encontrado. Tanto si su resultado es positivo como si es 
negativo, cuando esté concluido el estudio le será ofrecida la posibilidad de 
explicárselo a Vd. y a su familia de manera adecuada y comprensible a través de una 
consulta de asesoramiento genético, salvo que Vd. haya decidido no conocer el 
resultado. 
2. Además del beneficio particular para el paciente y la familia participantes, el 
conocimiento derivado de esta investigación también puede ser beneficioso para otros 
pacientes con AH o trastornos similares. Es de esperar que los conocimientos de este 
estudio contribuyan a avanzar en la comprensión de la causa de la AH y hacia el 
desarrollo de mejores tratamientos en el futuro. 
 
Riesgos y molestias 
1. Como consecuencia del análisis también es posible que se identifiquen cambios 
genéticos cuyo significado no pueda ser confirmado, es decir, que no sepamos a ciencia 
cierta si la mutación encontrada es o no la causa de la enfermedad, con la posible 
incertidumbre que esto pudiera generar. El riesgo de este tipo de hallazgos de 
significado desconocido y su correspondiente incertidumbre puede ser mayor en esta 
investigación que en los análisis genéticos rutinarios, debido al tipo de metodología que 
se pretende aplicar, para el análisis extenso de múltiples genes, que aumenta la 
probabilidad de identificar la mutación causal, pero también la de encontrar anomalías 
de significado desconocido. 
 
2. Resultados predictivos relacionados con en el gen causante de AH. Como 
consecuencia de la participación en esta investigación puede suceder que, siendo Vd. un 
miembro de la familia aparentemente sano y sin sospecha de tener ningún problema, sea 
Vd. de hecho diagnosticado como portador de la enfermedad. Esto podría suceder bien 
por descubrirse durante la exploración médica signos de la enfermedad que no se 
sospechaban o bien por encontrársele la mutación causal. Los resultados de este 
conocimiento – que se denomina predictivo porque nos indica que alguien aún no 
enfermo muy probablemente desarrollará la enfermedad más adelante - le serán 
comunicados exclusivamente a Vd. salvo que haya expresado previamente el deseo de 
no conocerlos. En este último caso ni Vd. ni ninguna otra persona, salvo los 
investigadores del estudio (es decir, ni sus familiares ni su médico) serán informados de 
este hallazgo. 
 
3. Los resultados de esta investigación se difundirán en revistas y foros científicos. 
Aunque no se desvelarán datos personales que pudieran identificar al individuo, puede 
existir cierto riesgo de que, de manera indirecta, se llegue a conocer su identidad (por 
ejemplo, si tiene Vd. una mutación única en el mundo o un conjunto de síntomas muy 




4. La extracción de sangre puede conllevar ligeras molestias derivadas del pinchazo o 
la aparición de un pequeño hematoma. Como en cualquier otra extracción de sangre, 
podría sufrir ligeras molestias en el lugar de punción o algún mareo, que en la mayoría 
de los casos son muy poco duraderos. 
 
5. Como consecuencia del análisis de múltiplos genes, pueden surgir hallazgos 
colaterales no buscados. Estos hallazgos pueden incluir: a) Mutaciones en genes no 
relacionados con la ataxia; b) Falsa paternidad: es decir, que el padre o madre legal no 
es el padre biológico de la persona. Esto último puede darse siempre que se lleven a 
cabo análisis genéticos de varios miembros de una familia. La comparación de datos 
genéticos entre diversos miembros de una familia es importante para encontrar el gen 
responsable por su enfermedad. En caso de surgir, este tipo de información no buscada 
será mantenida en la confidencialidad, sin comunicárselo a Vd., a sus familiares ni a 
nadie ajeno a la investigación, salvo si: 
 
I. La información es requerida por un juez, por ejemplo, cuando se descubra que la 
madre o padre de una persona no es en realidad su madre o padre biológico;  
 
II. Vd. haya expresado previamente el deseo de conocer (señalando para ello la casilla al 





Los datos de esta investigación se manejarán de acuerdo a la Ley Orgánica 15/99 de 
Protección de Datos de Carácter Personal. La información concerniente a su muestra se 
guardará de manera anónima e independientemente a la perteneciente a su persona y a 
su enfermedad. Sólo los investigadores responsables del proyecto podrán analizar 
conjuntamente los datos clínicos y genéticos. Se tomarán las medidas necesarias para 
impedir que cualquier información referente a su enfermedad o los resultados del 
análisis sean accesibles a personas ajenas a la presente investigación, excepto en casos 
que fuese requerido por ley. 
 
En algunas ocasiones podría ser de utilidad realizar el análisis genético a otros 
miembros de su familia. En ningún caso serán contactadas otras personas de su familia 
con este propósito sin su permiso. 
 
REVOCACIÓN DEL CONSENTIMIENTO 
 
Es Vd. libre de cambiar de opinión en cualquier momento y revocar el presente 
consentimiento, en cuyo caso su muestra y sus datos serán destruidos. Esta retirada en 
ningún caso conllevará ningún perjuicio para Vd. ni influencia alguna en la atención y 
tratamiento que le proporcione su neurólogo. Para cualquier duda o cuestión relacionada 




Dra. María Jesús Sobrido: ssobrido@telefonica.net 
Dra. Beatriz Quintáns: beaquintans@gmail.com 
Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica 
Hospital Clínico de Santiago, Tel: 981955309 
 
 
He leído y comprendido el presente documento. La información me ha sido 
proporcionada por el 
Dr./Dra………………………………………………………………………...y todas mis 
preguntas sobre la investigación han sido respondidas de manera satisfactoria. Doy mi 
consentimiento para participar en la presente investigación. 
 
 




□  NO DESEO CONOCER LOS RESULTADOS DEL ANÁLISIS GENÉTICO 
(mutación causante de la AH en mí familia) 
 
□  NO DESEO QUE MI MUESTRA Y DATOS SEAN CONSERVADOS Y 
UTILIZADOS PARA OTROS ANÁLISIS QUE PUEDAN SURGIR EN EL FUTURO 
 
□ DESEO CONOCER HALLAZGOS GENÉTICOS COLATERALES (mutaciones no 
relacionadas con la enfermedad en estudio, únicamente cuando haya tratamiento 
efectivo o tengan valor predictivo comprobado)   
 
 
FECHA Y FIRMA                 FECHA Y FIRMA                                       FECHA Y 
FIRMA 





REVOCO EL PRESENTE CONSENTIMENTO 
 
Fecha y firma del paciente o representante legal 
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Anexos 
219 
ANEXO 2: FORMULARIO INDIVIDUAL 
 
FORMULARIO DE RECOGIDA DE DATOS CLÍNICOS. 
 
I. DATOS PERSONALES 
• Nombre y apellidos: 
• Nombres de los padres:  
• Fecha de nacimiento: 
• Edad actual:                                                                    
• Lugar-parroquia-ayuntamiento de nacimiento: 
• Estado civil y número de hijos:      
• Domicilio actual:  
• Teléfono: 
• Profesión habitual y situación actual: 
 
II. ANTECEDENTES 
1) Hábito tóxicos: - alcohol (  g /día):                               
      -tabaco   (   cig. / día): 
2) Enfermedades médicas: 
 






III. ANAMNESIS DIRIGIDA 
 
• Año vital de inicio de los síntomas: 
• Síntoma principal de inicio: 
Valorar: (N: normal,  A: ausente,  L: leve, M: moderado, G: grave ) 
• Desequilibrio:                                          
• Coordinación de extremidades: 
• Disartria:                                                
• Disfagia: 
• Vértigo:                                                    
• Visión:                         
• Oído: 
• Control de esfínteres: 
• Movimientos involuntarios: 
• Marcha:                                                  -apoyo unil.:          -apoyo bilat.:       SR:  
• Caídas: 
• Pérdidas de conocimiento: 
• Crisis comiciales: 
• Ansiedad:                                                Depresión: 
• Trastorno del sueño: 
 
IV. EXAMEN GENERAL  
 
1) TA en decúbito:                  mm de Hg 
2) TA en bipedestación:                           mm de Hg                             
3) Pulso:  lpm 
 
4) Cabeza y cuello: 
-protrusión ocular: 








10) Deformidades  esqueléticas: 
  -pie cavo:               




V. EXAMEN NEUROLÓGICO 
 
FUNCIONES CEREBRALES SUPERIORES: 
Impresión global:   __________________________________ 
Orientación:   ______________________________________ 
Lenguaje:   ________________________________________ 
Cálculo:   _________________________________________ 
Pensamiento abstracto:   _____________________________ 
Funciones ejecutivas:   ______________________________ 
Estado emocional:   _________________________________ 
.................................................................................................................................. 
Fondo de ojo: 
Agudeza visual: 
Campimetría por confrontación: 
Mov. Oculares de persecución:   ____________________________ 
Mov. Oculares sacádicos:   ________________________________ 
 
 
Nistagmus vertical  
 
Nistagmus horizontal       
Hipoacusia    
 
 
R.Liberación: Glabela (   )   Prensión (   )   P-M (   )   Hoc. (   )   Buldog (   ) 
..................................................................................................................................... 
FUERZA: valorar según MRC 
 
0 Ausencia de contracción voluntaria 
1  Se ve o palpa una contracción sin 
desplazamiento 
2 Desplazamiento sin vencer gravedad del 
segmento movido 
3- Vence la gravedad pero no consigue toda la 
movilidad del segmento examinado. 
3+ Vence la gravedad  y se opone una 
resistencia que cede bruscamente 
4-  Se vence la gravedad y una mínima 
oposición del examinador 
4 Se vence la gravedad y una oposición 
moderada del segmento 
4+ El músculo es sin duda ligeramente débil 
5- El músculo es dudosamente débil 
5 Fuerza normal 
 MSD MSI MID MII 
 Prox. (      ) (     ) (     ) (     ) 
 Distal (      ) (     ) (     ) (     ) 
 






( OD) ( OI  ) 
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 Bicip. (      ) (     )         Rotul (     ) (     ) 
 Tricp. (      ) (     )         Aquíl. (     ) (     ) 
 E.Rad. (      ) (     )  
 Plantares ………………… ( F / E/ I  ) ( F/ E/ I  ) 
 CLONUS……………………        Rotul (     ) (     ) 
                    Aquíl. (     ) (     ) 
 
 Cut. Abd. (      ) (     )      ……….……………. 
............................................................................................................................ 
SENSIBILIDAD: 
 MSD MSI MID MII 
 Superf. (      ) (     ) (     ) (     ) 




MOVIMIENTOS INVOLUNTARIOS:  
 CABEZA TRONCO MSD MSI MID MII 
ATETOSIS       
COREA       
DISTONÍA       
FASCICUL
A 
      
MIOCLONÍ
AS 
      
MIOQUIMI
AS 
      
TICS       




DISARTRIA:    ausente leve moderada grave  
 
DISMETRÍA: valorar A: ausente, +: moderada; ++: intensa 
 
  MSD MSI MID MII 
Dedo-Nariz (      ) (     )    …………………….. 
Talón-Rodilla ………………… (     ) (     ) 
Tono/Rebote (      ) (     )     …………………….. 
Diadococinesia (      ) (     ) (     ) (     ) 
Bradicinesia       (      ) (     ) (     ) (     ) 
Rigidez RD (      ) (     ) (     ) (     ) 
Espasticidad (      ) (     ) (     ) (     ) 
 
TEMBLOR:  
 Reposo (      ) (     ) (     ) (     ) 
 Posición (      ) (     ) (     ) (     ) 
 Acción (      ) (     ) (     ) (     ) 
  
Temblor cefálico (      ) 
 
Ataxia de tronco:   _____________________________________________ 
 
MARCHA: 
           Habitual:   _______________________________________________ 
 Puntillas:   _______________________________________________ 
 Talones:    _______________________________________________ 
 Tandem:    _______________________________________________ 










VI. EXÁMENES COMPLEMENTARIOS 
 
 
• ANALÍTICA GENERAL: 
 
        B12:  FÓLICO:  VIT. E : 
 
        HORMONAS TIROIDEAS: 
 
































-atrofia de tronco: 
 
-atrofia de médula espinal: 
 







ANEXO 3: ÁRBOLES GENEALÓGICOS 
 
Los árboles genealógicos de las familias F1 y F2, se encuentran en la parte 
posterior de la tesis en formato desplegable. 
Para las familias F5, F10 y F13 no disponemos de historia familiar detallada. 
 
Leyenda: 
Negro: Afectados clínicamente (no se incluyen casos con afectación dudosa ni 
predictivos). 

















































































ANEXO 4: PRIMERS UTILIZADOS EN EL PRESENTE ESTUDIO. 
Todos los primers están diseñados en dirección 5´- 3´. * 5´-marcado con FAM. 
a) Primers para la secuenciación de genes codificantes y elementos regulatorios 
en la región 20p.  
 
GENES  PRIMER NAME                   PRIMER SEQUENCES               
      
PDYN   
PDYN-1F  GACTGCTCTCAGCCACTTCC    
  PDYN-1R  TCACTGGTCTGGCTTTTGTG    
  PDYN-2F  CATCCCAGTCGAGATCCATT    
  PDYN-2R  CACATAGCCTTGGGAACCAG    
  PDYN-3F  GCTGTGGGCAGGAGTTAGAG    
  PDYN-3R  CTGGTGTCCAGGCCATCTAT    
  PDYN-4F  AGGCACAAAGTCCCCTACCT    
  PDYN-4R  AGGCTGGGCTTGGATATTTT 
    
RPL7P2   
RPL7P2-1F  GGACTGACACTATCCGATTTCA    
  RPL7P2-1R  TTTTCCGTTTGAGAGCAGGT 
    
STK35   
STK35-1F  GGCCGTTTAACCGATTCTTT    
  STK35-1R  TAGGAAGGCCAGGAACAGTG    
  STK35-1Ri GCAGCGGATCTTCTTGACC    
  STK35-2F  ACTCAGTGCCAGTTGTGCAG    
  STK35-2R  CCAAAATGCTTAGCCCTGAA    
  STK35-2Fi  GCAAAGAGGGCAATCAAGAC 
    
TGM3   
TGM3-1F  ACGTCCATTGGGTGACAAGT    
  TGM3-1R  ACCCAACCACCACTGAGAAA    
  TGM3-2F  ATTTGGCTCTGCCCTTGAC   
  TGM3-2R  TCAGGCTCAGAGATGGACAG    
  TGM3-3F  AGAATATGGCGCTTCATTGG    
  TGM3-3R  GCCCATGGACTTTCCCTAAT    
  TGM3-4F  GTTCCCACAATTGGAGTTGG    
  TGM3-4R  AGATGTGGGACTTCCCATTG    
  TGM3-5F  GTTCCAGAGGCCACAGAGTC    
  TGM3-5R  GGCCTTGTGCTCCAAGTTAG    
  TGM3-6F  AGTTCAATCATGGCCTTTGG    
  TGM3-7R  ATTGCCAGCAGTTCCATTCT    
  TGM3-8F  AGGATTTCCACGAGACGATG    
  TGM3-8R  TAATCCCATCATGCATTCCA    
  TGM3-9F  TCTGCAGAATGCCAAATGAG    
  TGM3-9R  AGGTGCTAGGGAGCAATCCT    
  TGM3-10F  TGAAAGTCGAATGCCTGCTA    
  TGM3-10R AGAGACAGAAACTTCCAAAGCA    
  TGM3-11F  GGCATCTGTTCTGAGGAAGG    
  TGM3-11R CTATTTGGCAGAGGCTGGAC    
  TGM3-12F  GGCTAAATGGTCTCCCCTTC    
  TGM3-12R CAAACCAAATGCAAAAGCAG    
  TGM3-13F  CCGTAACCCAGAGAGACAGC    
  TGM3-13R CAAGTCATAGGACAGGGTGGA  
   
TGM6   
TGM6-1F   TTTTGTGTCTCGTGGGTGTC    
  TGM6-1R      AAGCTGGCTTTTTCATCCTG    
  TGM6-2F   ACAAATGACTGGCCGAGAAT    
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  TGM6-2F   GAAGCCTCCAGGGTTCAAG    
  TGM6-3F   CAGAAGTTCAGGGGGTGAAG    
  TGM6-3R   GCTCTTGGCATTCAGCTTCT    
  TGM6-4F   CCCCTCTTGACCTCTCCTG   
  TGM6-4R   CCCTGGCCCAGTGAATAGTA   
  TGM6-5F1   CTCTGTGATGCCCCTGGT   
  TGM6-5R1   AAAGGGTTGTTTTACACCACTGA   
  TGM6-6F   GGACAGGATTTGACCACGAT   
  TGM6-6R   TCAATGAAGATGGGTTGCAG   
  TGM6-7F    CCCCACAACCTGATGAACTA   
  TGM6-7R   TCCCTGGTGGTGTTATGGA   
  TGM6-8F    CATGCAGCCACAGTTCTTGT   
  TGM6-9R   AAGCTGCTGTCAGCGTCATA   
  TGM6-10F  GGTGTGCATATGGCTCTTGA   
  TGM6-10R   GAATGCAGTCCTGGGAAATC   
  TGM6-11F   TGTGCATTCCCTTCCTTCTT   
  TGM6-12R  TAGTCTGTGGGCTGGTTCCT   
  TGM6-13F  TGTCAAGCCACAAGGTGAAC   
  TGM6-13R   CCCAGGAGGAGAAGGAACTT  
  
SNRPB   
SNRPB-1F  CTAGTGAGCTGGACCGGAAG    
  SNRPB-1R GGTTCCCACTCCACAACAGA    
  SNRPB-2F  GTGGCATGGGAGAATTCCTA    
  SNRPB-2R CCACTCAATCCATTCCCATC    
  SNRPB-3F  AGGAGGGCTATCTTGGGAAA    
  SNRPB-3R GCCTGTGAGAACTGCAATGA    
  SNRPB-4F  GCTATTTCGAGGGGCTCTCT    
  SNRPB-4R CACAGGTTGGTCACTCTGGA    
  SNRPB-5F  GGGAAGTCTGGTGCTGAGAG    
  SNRPB-5R CAATGGCTCTTGTCCACCTA    
  SNRPB-6F  GTTTTCTGGGAGCTGCTGAG    
  SNRPB-6R TGCAATCTTCCCTCCATTTC    
  SNRPB-7F  TGCCATGTATACCCCTCTCC    
  SNRPB-7R GAGGATGTACAGATGCAAATGG  
   
SNORD119 
  SNRPB-5F  GGGAAGTCTGGTGCTGAGAG    
  SNRPB-6R TGCAATCTTCCCTCCATTTC 
    
ZNF343   
ZNF343-3F  GCAGCAGAACTCCATCTTGA   
  ZNF343-4R   CCAGATGTTGACCGCCTTT   
  ZNF343-4Fa    GGTCTGGTTTCTCATAGCTTCTTT  
  ZNF343-4Ra  TGTAACCCCAACTCACCACT   
  ZNF343-5F  CTTGCATATCCAGGCTCTCC   
  ZNF343-5R   AGGCAGGGATTACGATTTTG   
  ZNF343-6aF  CAAGGCAGAACAACTCAGCA   
  ZNF343-6aR    CCCACAATCACTGCAAATGT   
  ZNF343-6bF   CGAGGACCCTCTTAGGGAAG   
  ZNF343-6bR    GCCACACTCACCACACACA   
  ZNF343-6cF    ACGAGCGGACGCACTC   
  ZNF343-6cR   CTGGGGTAACATGAGGCTTG   
  ZNF343-6dF   TGGCTTAGGAGAAGGCTAACT   
  ZNF343-6dR   GGCTACAGTTGCCCGTACTC   
ZNF343-6e    GGTCTGCAAGGACAGAGGAG   
ZNF343-6g      CTGCACAGGGTTTGGTCTTT   
ZNF343-6h    CCTATGTTTGCAGCGAGTGT   
ZNF343-6j   TCACAAAAGCTTCGTCCACA   
ZNF343-6k  GGCTTTTGTGACAAGTCAACC   
ZNF343-6m     CTCTGGTGGACAAGGAGGAG 
   
TMC2   
TMC2-1F  TCTCTCTCCCCCAAACTTCA   
TMC2-1R  TTGAATAACCAGCCGAGGTC   
TMC2-2F  GCTCACAAGCTCTCGGAATC   
TMC2-2R  CAGAGTGGGGCAGTGGTAAG   
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 TMC2-3F  CCCTGGGCTACAGGGTAGA   
 TMC2-3R  CCTCACATCAAGCCCCTTT   
 TMC2-4F  GTCGTGCCTTCATGGAATTT   
 TMC2-4R  TGGCAGGATACGATTGGTTT   
 TMC2-5F  TTGAACACCTGCCTCTGG   
 TMC2-5R  TCTTGGCCTGACAAGTTCAA   
 TMC2-6F  AAAGGGAGATCCAGGTGTCA   
 TMC2-6R  TTTGCACCAGCCTAATAGCA   
 TMC2-7F  CGCTCTGAGAAGGAAAGCAT   
 TMC2-7R  AAGGAGACCCGGGAAGACT   
 TMC2-8F  ACTCTTCCTTCGGCCCTTAG   
 TMC2-8R  ACATGGCCTGGTTCATGTCT   
 TMC2-9F  CCTGGCTATCCTCAAAGCTG   
 TMC2-9R  AACTGGGCTCACATTTCTGG   
 TMC2-10F  ATAGGGCACAGGGCATTACA   
 TMC2-10R GAATGGCATAGGAACCAGTGA   
 TMC2-11F  CTTTGCCAGGGTCACACAG   
 TMC2-11R CAATGGTCATCTTTGGGTCA   
 TMC2-12F  GTAGGGTTGTGGCATTTGCT   
 TMC2-12R CACAGGATCTGCTTTGGTCA   
 TMC2-13F  GGAGTCGCCTCTCTTCACAC   
 TMC2-13R GAGACCGTCATTAAGCTTCCA   
 TMC2-14F  GAATGCTAAATCTAAGGTTCTTCTCT   
 TMC2-14R GGCCAGAAACTGTCCTGCT   
 TMC2-15F  TTAAATGGGAGGCCCCTTAC   
 TMC2-15R TTTCCATCCTGGCAGAAAAC   
 TMC2-16F  CTTGCAGTTCATTTGGAGCA   
 TMC2-16R CCTCACCCCCTCCCTAATAA   
 TMC2-17F  TCCAGGACCTTCTCCACATT   
 TMC2-17R GCATGCTGTTGAATCTCACAA   
 TMC2-12FA AGTGCTCAGGGCATGTTGAT   
 TMC2-12RA ACTATGGGCACCAGGAATTG   
 TMC2-12FB GAGATGGCAGCCAAACAAGT   
 TMC2-12RB CAATGGTCATCTTTGGGTCA   
 TMC2-12FC GGCAGCAGAGAAGTGGAGAT  
  
NOL5A=NOP56  
NOL5A-1F AAGGCCGGAGATGGTGTC   
 NOL5A-1R AACGCAACCTCAGCGTCT   
 NOL5A-2F AGACGCTGAGGTTGCGTTG   
 NOL5A-2R CCCATGGGTCAAGGTAAAGA   
 NOL5A-3F CCCGAACGATTAAAGCAGAA   
 NOL5A-3R GCCTCACGCCTATCAGACTC   
 NOL5A-4F TCTCTGAGCAATGCCTGATG   
 NOL5A-4R AAGGCCTTCCCAGAAATCAC   
 NOL5A-5F GGTTCTGGAAACTTGGTTGC   
 NOL5A-5R CACAGGATGGTCAGTCCTCA   
 NOL5A-6F CCCTGTGCCTGGTCTGTATT   
 NOL5A-6R CCATGCCTAGGAAAAACCAA   
 NOL5A-7F GGCCAAGGCTAAGGCTATTC   
 NOL5A-7R TGGGTCACGAAATACAGCAG   
 NOL5A-8F GACCCACCATGTCTTCCCTA   
 NOL5A-8R TGGGAATCACTCAGACACCA   
 NOL5A-9F GCATGCATTGGGGTAGAGAT   
 NOL5A-9R CCAACCCTGTGTTCCCTCTA   
 NOL5A-10F TGCAACCATAGCTTCCACAA   
 NOL5A-10R GTGCTAAAAGGGCCTGAAGA   
 NOL5A-11F AAGGAGTCCTCAGAGCACCA   
 NOL5A-11R AGTCCAAAAGCCTGGACTCA   
 NOL5A-12F TAATTTGGGACAGCCTTTGG   
 NOL5A-12R TTCACTGAGGCTGTCATTGC   
 
MIR1292 (intrón 1 NOL5A)  
NOL5A-1F AAGGCCGGAGATGGTGTC   





SNORD110 (intrón 3 NOL5A)  
NOL5A-3F CCCGAACGATTAAAGCAGAA   
   NOL5A-4R AAGGCCTTCCCAGAAATCAC   
 
SNORD51 (intrón 5 NOL5A) 
   NOL5A-5F GGTTCTGGAAACTTGGTTGC   
   NOL5A-6R CCATGCCTAGGAAAAACCAA   
 
SNORD86 (intrón 8 NOL5A) 
   NOL5A-8F GACCCACCATGTCTTCCCTA   
   NOL5A-9R CCAACCCTGTGTTCCCTCTA  
  
SNORD56 (intrón 9 NOL5A) 
   NOL5A-9F GCATGCATTGGGGTAGAGAT   
   NOL5A-10R GTGCTAAAAGGGCCTGAAGA   
 
SNORD57 (intrón 10 NOL5A)  
NOL5A-10F TGCAACCATAGCTTCCACAA   
   NOL5A-11R AGTCCAAAAGCCTGGACTCA  
  
IDH3B   
IDH3B-1F  ATGGCGACTGAAAACAAAGC   
 IDH3B-2R  CACGGATCCTGGGAGTAGAG   
 IDH3B-3F  CCGGGTCTCCCTACTTCTCT   
 IDH3B-4R  CCAATGGGAAGGAACAAATG   
 IDH3B-5F  GGAATGGGAGATGGGAGTCT   
 IDH3B-7R  CAGCAACTTCCTCACAGCAC   
 IDH3B-8F  AGAGTGCAAGGGGTGTGATT   
 IDH3B-9R  GCCAGGGTCACTGAAAAGAG   
 IDH3B-10F CTCCCATCCCAATATCTCCA   
 IDH3B-11R TGAAGAACAGCCCTGAGAGG   
 IDH3B-12F CTCCTTCCATTCCTGTGCAT   
 IDH3B-12R TGCAAATGGACATTCTCTGG  
  
EBF4   
EBF4-1F    CGCTGCCGCCACTGTC   
 EBF4-1R    GGAGATGGAGGGATTC   
 EBF4-2F    GTCGGGCTGAGCTAGACG   
 EBF4-2R    CCAGAGTTAGGGCTCCTTCC   
 EBF4-3F    CCCAAACTCTTGGCATCTTG   
 EBF4-5R    AAGGAGGCTCACTCAGACCA   
 EBF4-3R   CCAGCTTCCATCCATTCATC   
 EBF4-4F    GATGAATGGATGGAAGCTG   
 EBF4-6F    GAGCCTCCTTCCCCTCCA   
 EBF4-6R     AGAGCAGCCAGGGGCAAG   
 EBF4-7F    CCAGAGACAGGACATCAGCA   
 EBF4-7R    CTCCGCTCCTCCCTTGAG   
 EBF4-8F    CAGGCAGAGGGGACTCATC   
 EBF4-8R    CAGCCAGCACAAGTTGAGAA   
 EBF4-9F   AAATTCCAGCATCCAACCAC   
 EBF4-11R   GAGCGATCACAGGCATAGGT   
 EBF4-10F   CTGCATCAAGGCCATCAG   
 EBF4-10R   ATGAGCTGCGAGGGGAGAG   
 EBF4-12F   AGCGAGGCTCTCGGACTG   
 EBF4-15R   CCAGGGTCGACTCTCACG   
 EBF4-13F   TCCGTCCCGCTGTCTCTC   
 EBF4-14R    AGAGAGCGCGGCCGTCAG  
 EBF4-16F   AGCCTGGTACCTGTGTCAGC   
 EBF4-16R   TCTCCGTCCTCCAAGAAGAG   
 EBF4-17F   TATATCCCCTGCCTGCTGTC   
 EBF4-17R    ATCCCTGTGGGGCTGCTA  
  
RPL19P1   
RPL19P1-1F TTCGTGACCTTTGGTTAGTCA   





CPXM1   
CPXM1-1F CTCTCCTCCTCTCCGAGGTC   
CPXM1-1R GGGTGAGTGTGCATGACTGT   
 CPXM1-2F GGGGTTTCACCATTCTTCCT   
 CPXM1-3R TATAGATCGCCGTCCTCCAG   
 CPXM1-3Ri CCAAGAGCTGTGCTGGTAAA   
 CPXM1-2Fi TCCCTCTGGTCCTGTCTCAC   
 CPXM1-4F TCTCTCCTGCCTCCTCTCTG   
 CPMX1-5R CCTCTTGACAACAAGCCACA   
 CPMX1-5Ri GAGTTCCTGCCCTGTGTGAT   
 CPXM1-4Fi GGCAGGAACTCTGTCTGGAG   
 CPXM1-6F TGGGGAGACAGTAAGCTTGG   
 CPXM1-7R CACATGTGCCATGGAAAGAC   
 CPXM1-7Ri GGTGTGTCCACAGTGAAGGA   
 CPXM1-6Fi TGTGGACACACCCTTTACCA   
 CPXM1-8F TCCTGTACCATGATGGGATG   
 CPXM1-9R TTGTTCAAGTCGAGCAGGTC   
 CPXM1-9Ri CCAGTACCCAGCTCATGCTC   
 CPXM1-8Fi GGGAGTGGGGAGAGGTAGG   
 CPXM1-10F CCCTGATGGCTATGAGATCG   
 CPXM1-11R GAACAGACGCCAGCACTGTA   
 CPXM1-11Ri GGCAGGAGACAGAGACAAGG   
 CPXM1-10Fi GCGGACCTTGTCTCTGTCTC   
 CPXM1-12F TACAGTGCTGGCGTCTGTTC   
 CPXM1-12R GCCTAAATGGACAGCAGGAG   
 CPXM1-13F ACCACTTTGCTCAGGTTTGC   
 CPXM1-14R CAGGTGGGATCCTCTTTTCA   
 CPXM1-14Ri GCACGATCAGGACCCAATTA   
 CPXM1-13Fi CCAGGGGACTACATGGTGAC 
   
FAM113A  
FAM113A-1F  CTCACCGGTAAAAGGCAGAG   
   FAM113A-1R  CAGCCTTGGTCACACTTGGT   
 FAM113A-1Ri  ACGCTCACAGCTTCCACTTC   
 FAM113A-1Fi  ACGGAAGTGGAAGCTGTGAG   
 FAM113A-2F  CCTCCCTTTAGCATTGAGCA   
 FAM113A-2R  TGGTCCAGACACACTGAACG   
 FAM113A-3F  GAAAATGGGGTCCTGGACTT   
 FAM113A-3R  CCTACTGGTCAGACCCATGC   
 FAM113A-4F  TTGGTGGCCATGTCAGTG   
 FAM113A-4R  GACTGCCTCAGCCGTACTTC   
 FAM113A-5F  GAAGTACGGCTGAGGCAGTC   
 FAM113A-5R  GCAGCCTCTAAGAGCCACAG   
 FAM113A-6F  CCCATCAGGACAAGAGATGG   
 FAM113A-6R  AAGCCACAGGAGTCCTTCAA   
 FAM113A-7F  GAAGTGTGGATGGCCAGAGT   
 FAM113A-7R  CCAACTCCTCTCAGCTCACC   
 FAM113A-8F  AGCTCACCTGGAGGACAAGA   
 FAM113A-8R  CACCCTAGCCCAGTACCTGA 
   
VPS16  VPS16-1F  AAGTGAGGCTGCCCACAGT   
 VPS16-1R  CAGTAGTGACAGGGGCGAAC   
 VPS16-2F  TTCTGGTCATCACCCTCCTC   
 VPS16-2R  GGTGGCAACAAGAACAACCT   
 VPS16-3F  ACTCACCCTGCTGAGATGCT   
 VPS16-5R  TCTCACAGGCTAGAGGCACA   
 VPS16-5Ri  GGAGCCACAGGGTCATAAAC   
 VPS16-3Fi  CCTGAGGACAGCCTTAGGAA   
 VPS16-6F  TGTGCCTCTAGCCTGTGAGA   
 VPS16-7R  GTCCCAGCAGTCACCATTCT   
 VPS16-8F  GTATGATCCTGGGGCAACAC   
 VPS16-8R  TTCCTTCAAGTGTGCAATGG   
 VPS16-9F  GGGAAGTGGAGAGGTCAGTG   
 VPS16-11R CTGGCTATGCTCACACATGC   
 VPS16-11Ri TTATGTGGTGCCCTTGTGAA   
 VPS16-9Fi  AGCTCAGGTTTGTGCTGGAT   
 VPS16-12F GAACCACAACCCAGAATGGT   
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 VPS16-13R TTCCTCGGTTAAGGATCCAG   
 VPS16-14F GGAGATGCGTCTGCAGGTA   
 VPS16-15R CTCAGCCTCCCAAAGTGTTG   
 VPS16-16F AGGGAGGAAGGGAACTGAAG   
 VPS16-17R GTTCTTCAGGTGCAGCAACA   
 VPS16-19F CCGACAGGTGTGTGTAGTGG   
 VPS16-19R CACGAAGGCCTAGATTCCTG   
 VPS16-20F GACTGTAGCCTGGGTGAGGA   
 VPS16-22R CAGCTGAACAGGAGCATGAA   
 VPS16-22Ri GGCCCTCACCTACCTCTTG   
 VPS16-20Fi GGATCAAATGCGGCTCCTAC   
 VPS16-23F AGAGAGGACAGGAGGGCTGT   
 VPS16-24R CTCTAGGGGAGGAGCTGGAT  
  
PTPRA   
PTPRA-1F  TTACTCCGACATTGCTGCAC   
 PTPRA-3R  CACGAAGGCCTAGATTCCTG   
 PTPRA-2Ri GGTTCAGCTCGTTCTTCAGG   
 PTPRA-2Fi CCTGAAGAACGAGCTGAACC   
 PTPRA-4F  GCCATCCCTCTAGGACATCA   
 PTPRA-5R  TCCCAATCTTCCAAATCTGC   
 PTPRA-4Fi CCCATCATGCCTCATTATCC   
 PTPRA-5Ri CCCCAGCTCGTCTTCTAGG   
 PTPRA-6F  GGAGATGGGATTTTGCATGT   
 PTPRA-6R  GCTTAGAAACGAAATGAAGCA   
 PTPRA-7F  GGCCAAAGTTTAAGAAGTGTTCA  
 PTPRA-7R  GCCCTTCAGAATTCCATGTT   
 PTPRA-8F  GCATATCAGGCTCCCAAAAG   
 PTPRA-8R  CATCTCGGTTTTCAAATGTGG   
 PTPRA-9F  AGGCTTGCTGCTTTGTGTCT   
 PTPRA-9R  CAGGATCCCACCTAGCAGAA   
 PTPRA-10F TCCTGGAGCTTGTTTTGTTG   
 PTPRA-10R ATGCACACGGTTACCACAGA   
 PTPRA-11F CTTCCTCTTCAGGGTGTTGC   
 PTPRA-11R TGGACTGTGTGGGTTCATTG   
 PTPRA-12F AGGGTGTGCATGACCTGTCT   
 PTPRA-13R CTGCTGATACACCAGCCTCA   
 PTPRA-12Fi GGCTTGGTCCATGAGGTAGA   
 PTPRA-14F GTGCAGCAGTTTGCATGTTT   
 PTPRA-14R GCCACTGAGTACTGCCATGA   
 PTPRA-15F TGTGCACATAGGCACAGATG   
 PTPRA-15R GGAAGTGACAGGGAAAGCAC  
 PTPRA-16F TCCCCGTTAAGTACCTGCAC   
 PTPRA-16R CACTCAGCATTTGGGAGAAA   
 PTPRA-17F GGCACAAGCTTCCAAAAGTC   
 PTPRA-17R GTTCATATCTGGGGCTTCCA   
 PTPRA-18F GCCTTCTGGGGGACTTTAAT   
 PTPRA-18R CTCAGCAACTCCTGACCACA   
 PTPRA-19F AACCACAGCTGTCACCTTCC   
 PTPRA-19R CCCTACCCTCCTTCCTCAAG   
 PTPRA-20F GGAGGTCAGGATTCAGGACA   
 PTPRA-20R CTTTCTTTCCCCCACAATCA   
 PTPRA-21F CCTGCATTTCAAGTCCCACT   
 PTPRA-21R ACAGTCAGGCATCCCATGTT   
 PTPRA-22F AGGAGCCTGGAAGGTAGCAT   
 PTPRA-22R GAGGCAATGCCATGATTCTT   
 PTPRA-23F AGCCAAAGGCTTTCTCCCTA   
 PTPRA-23R CTAATGCACAGGGTGAGTGG   
 PTPRA-24F AGAAAGCAACCAGCTTGTCAG   
 PTPRA-24R AGGTCCAAACACCTTCTTGC   
 PTPRA-25F CTGGTGAGGATCGGAGGTTA   
 PTPRA-26R CATCAGCTTCCCCTATCTGC   
 PTPRA-26Ri TAACCCTGCTTTTCCTGTGG   
 PTPRA-25Fi CCACAGGAAAAGCAGGGTTA   
 PTPRA-27F TCTTCTGCCACTCACCACTG   
 PTPRA-27R CACCCAGACACCCCTTCTAA   
 PTPRA-28F AAGGGGAATGCTGTCAGAAC   
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 PTPRA-28R CAATTTGGGGTATATTAACAAAACA  
  
GNRH2   
GNRH2-1F TGGGTGGTGAGCTTCTCTCT   
 GNRH2-1R GGAAAAGGGGACTTCTCTGG   
 GNRH2-2F AGAGGGAAGGGCATAAGGAG   
 GNRH2-3R GGCATCTCAGTGGTGTTTCA   
 GNRH2-4F CCCACACTAGCTGGATCCTC   
 GNRH2-4R GGGCCATCCCTTAGTTACTCC  
  
MRPS26   
MRPS26-1F    ACAGCCCGAGGACTACAGGT   
 MRPS26-3R    ACTGGCACTCTCCTCTCCAA   
 MRPS26-2SF1    GGAGCGTTACCAGCACTACC    
 MRPS26-2SR1   CGCTATCCTGTGAGGGTCAA   
 MRPS26-4F    AGCAGGAGCTGCTTTCTCAG   
 MRPS26-4R   CTGTGGCCCTGTCTGATTCT 
   
OXT   
OXT- 1F    CAGGCCCTGCTAATGAAGAG   
 OXT- 1R    CTCAGCTCCTGGAGTTCTCA   
 OXT- 2F    GACCCCAGCATCCTTGC   
 OXT- 3R    AACAGCACCCGCTCTGTC  
  
AVP   
AVP-1F  GATGCCTGAATCACTGCTGA   
 AVP-1R  GCTACCACCACCCATGACTT   
 AVP-2F  CCAAGGTGCCGAGCAGAT   
 AVP-2R  TCGGTCACGCAGCTCTCT   
 AVP-3F  GCTGCCAGGAGGAGAACTAC   
 AVP-3R  CATTGGCGGAGGTTTATTGT  
  
UBOX5   
UBOX5-1F  CAGTGTGGACCGTGAGAGTG   
 UBOX5-1R  GCCTGAATCAAATCCACACA   
 UBOX5-2aF  AACGAGGAACCTCAGGCTTA   
 UBOX5-2aR   ATGATCTCGGCCAGCTTCT   
 UBOX5-2bF  GAACCTGCCTCAGGATGTG   
 UBOX5-2bR   AATGTAAGCTGGCCAAGCAC   
 UBOX5-2aSF  AGCCATCTGTCCCAGACAAG   
 UBOX5-2aSR   AGCTCCTGGGCCACAACA   
 UBOX5-2bSF   TTTCACGGGGGTAGCTTTTA   
 UBOX5-2bSR   GAGGGCAGAACAATGGAAGA   
 UBOX5- 3F   GATTGGAGGTGCCGTTTTTA   
 UBOX5- 3R   CCAGGCAGGTCCACAGAG  
 UBOX5-4F   ATCAGACTGGGATGGACTCG   
 UBOX5-4R    CAGACCTCAGGGGTGCTGT  
  
FASTKD5  
FASTKD5-2aF     CCCGTCCAGCTCTAATCAAG   
 FASTKD5-2aR       TCCTGGGATACCTGACGATT   
 FASTKD5-2bF       TCTTAATTTGCACTGGAAGGA   
 FASTKD5-2bR       CGGGTATGAGGCAAAATCAT    
 FASTKD5-2cF       TTTTTACTGGAGACCATGCTG   
 FASTKD5-2cR      AGCTCTAACCTGCCTTGGAT   
 FASTKD5-2aSF      TACATTGCAGCTGGGCTCAC   
 FASTKD5-2aSR     CAATGACTTGAGCCTGGAGA   
 FASTKD5-2bSF     CTTCCCTGGGAGTTCAAGGT   
 FASTKD5-2bSR      TTCTGCATTGGGTGGCTTAT   
 FASTKD5-2cSF      AAAGGGAAAGCAAGAGGACA   
 FASTKD5-2cSR      CCCTGGAGCCATAGCAATAC  
  
PROSAPIP1  
PROSAPIP1-1F  TTGTAGGGAAGGGGACACTG   
 PROSAPIP1-1R  CACTTTGCCTTCCTCTCTGG   
 PROSAPIP1-2F  AAGTCTTGGCCAGAGGGAAG   
 PROSAPIP1-2R  GACAGAAGGGAGGCAGAGG   
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 PROSAPIP1-2Fi  AAGAGTGGGTCGTCGTCATC   
 PROSAPIP1-3F  TGGCTTCTCCTCTCACCTGT   
 PROSAPIP1-3R  GGGGTCTATGGGGAAGAGAG   
 PROSAPIP1-3Ri  GTCCACGGAAACCAAGGAG   
     
     
b) Primers utilizados para genotipar los microsatélites de la región 20p: 
            
NOMBRE DEL PRIMER                     SEQUENCIA DEL PRIMER 
D20S117-F   GAACCAACCCTGCTGC* 
D20S117R   TCCAGAGATCACCCCC 
 
D20S199F    CAGAAAGTGCTGGATGGAT* 
D20S199R    GATGGGAACAAATGGGA 
 
D20S906F    TGAGCCGAGATCGAGC* 
D20S906R    CCACTTCAGAGTGACCCA 
 
D20S179F    CACCCCCTGAGTCTACTGTT* 
D20S179R    GAAGGCTGCTCCTGGC 
 
D20S113F    TAACAGTGGTTGACTCTCAGAGG* 
D20S113R     AAGAGGTGCTGTCACATATTTATTC 
 
D20S842F    AGCGCACAGCCTTCAT* 
D20S842R    AGCTTCCATCCATTCAT 
 
D20S181F    ATCCCTCTAAGCATGGGC* 
D20S181R    GGGTCTCTGTCAATGGGT 
 
 
D20S193F    GCATCCCTGGGCTAACTG* 
D20S193R    GGAATCTTTTGGTGCGTG 
 
D20S473F    TCATGAGCTAAATATTACTCAGTGC* 
D20S473R    CTTATAGCTTTTTTCAAATGATCTG 
 
D20S482F    AGCCTCCATAACCACATGAA* 
D20S482R    GAACCTAAAACTCTAAGGAAGCG 
 
D20S97F    GGGAGATGGAGAGTTGTTGC* 
D20S97R    TATACGCACCCATACCACCA 
 
D20S895F    CCCAGGGAGGTAAAGGTT* 
D20S895R    GTCAGGCTACATCAGCAAA 
 
D20S849F    GCTGCTCATACCTTCAGGA* 
D20S849R    TGGCACACGTTTACCTACA 
 
D20S882F    ATGTAGGACAAATAGCCCG* 
D20S882R    CTGTGCCTCTCAACAACTG 
 
 
c) Primers utlizados para genotipar los elementos repetitivos de la región 20p. 
 
NOMBRE DEL PRIMER                     SEQUENCIA DEL PRIMER 
TATC-1465KF   CCCGCATCAAGAACGTAATC*   




REP1-1492KF          GCTTGCTCCGTGTATTAGCC*    
REP1-1492KR          TTGGAAGAGTGCTTGCCTTT    
   
CT3-1596KF           CTCAGGATGTATCCCCTTCA*    
CT3-1596KR           TGAACCCAAGAAGCAGAGGT 
     
T3C-1670KF          AGGCCTCCAGGAGCAGTATC*     
T3C-1670KR          GGAGGCTGCAGAATCTTTTC  
    
ATAG-1678KF          ACTTCATGGAATGGGAGAAAA*     
ATAG-1678KR          TGGAGGATCTTTTCATGTGC  
    
TG2A-1698KF           AGCCCAGAGAAAGCAAACAA*     
TG2A-1698KR           TGGCCAAAGTGAAAAAGAAAA  
    
TG2A-1713KF          GGACCATGTCCTTGGTCACT*     
TG2A-1713KR          CTGAGACAGGAGCCCTGAAG     
 
ATG3-1743KF           CCCCTGGCTCTGAGTGTTTA*     
ATG3-1743KR           CGCTTTGTTCTTCCCTCCTT     
 
REP1-1805KF          ACCCCTTGGCAGAAATCAC*     
REP1-1805KR         AGCCTCTACCCTCCTGCAAC  
    
AG3-1811KF         GCAAACATTCAGAGGCATGA*     
AG3-1811KR         AAACCCTCCAGGACTCACCT  
    
REP1-1852KF   TGGCTGATGCCCTGTACATA     
REP1-1852KR   AACATAGCTGGCGTGGAAAG*     
 
C2A-1866KF   CCAAGAACTCTTGTGCCTCC*     
C2A-1866KR   TCCAGGACTCATGGCTCTTT  
    
AT2C-1876KF          GGCACCTTTCCAAGTAAGACA*     
AT2C-1876KR          CCCTCCCATGAGAACTCAGA  
    
REP1-1881KF          ACCAGGGAGGCACTCAAATA*     
REP1-1881KR          CGGAGCCTGAGAATGAAGAA  
    
TG-1907KF    TGTGACACTTCACAGTTTTTGC*     
TG-1907KR    GTGCACATGTGTGTGAGCCT  
    
CTG-1908KF   CTCTGGTTCCCTGGAATTGA*     
CTG-1908KR   AAAATATCCAAGCCCAGCCT 
     
ATGA-1915KF          GGATAATGCCGGCTCTCATA*     
ATGA-1915KR          TAATTGGTGTGCAGCTCCTG 
     
A2T-2245KF          CAGGGCGACAGAGAGAGACT*    
A2T-2245KR          TTTGGTGTATGGTCTTACGAAAA  
    
REP-2474KF           TCAAGCAGTTAATTATGTAGTTTTGAG*    
REP-2474KR           TGGAGACTATCTGCTTTCAAAGAT        
T3A-2526KF          GGTTCCTTCACAGACCTTGC*     
T3A-2526KR          GAGGTTGCAGTGAGCTGAGA  
    
T2A-2536KF          TCCCTGACTTACCTTCCCAGT*     
T2A-2536KR          AGCCTGGATGACAGAGCAAG  
    
GATG-2540KF          GATGGCTGAATGCTTAGATGG*     
GATG-2540KR          AGCATTCATCTGTCCGTCTG     
     
G3C2T-2581KF         CCATGGTGAGGAGTGGTTG*     
G3C2T-2581KR         AACGCAACCTCAGCGTCT     
     
A2T-2639KF          CAGTCTGGGCAACAGAGTGA*     
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A2T-2639KR          TGCTGAAAGTTCTGCTTCCTG     
     
A3T-2885KF    TGCACTCCAACCAGAGTGAG     
A3T-2885KR   CGTCTATCAATGGGGGAGAG*    
  
GT3-2900KF    ATTTTGCCAGTTGCCTGTTC*     
GT3-2900KR   GTTGCAGTGAGCTGAGATGG  
    
T3G-2914KF    AGTGCTGGGATAGGCATGAG     
T3G-2914KR   CCGGGCCTGTACACTACACT*    
  
GT4-2946KF    AAAGCCACAGAGGGGTTTTT*     
GT4-2946KR   CTCAAGTACCCAGGGACACAA  
    
A3T-2976KF    GGCATGAGAATCGCTTGAAC     
A3T-2976KR   TGGTCCCCTCTGAATCACTC*    
  
T3A-3068KF    GGTTAGAGCCCCAAAGAAGC*     
T3A-3068KR   CTGGGCAACAAGAGCAAAAC  
    
GCTCAG-3096KF  TCAGTGTCCCCTTCCCTACA*     
GCTCAG-3096KR  GCAGCAAAGAGTTGAGAGGG               
      
       
         
d) Primers utilizados para genotipar el repeat intrónico GGCCTG de NOP56, 
para la TP-PCR y para la fabricación de la sonda del Southern blot. 
 
Primers para repeat-primed PCR 
       
 Repeat specific primer TACGCATCCCAGTTTGAGACGCAGGCCCAGGCCCAGGCCCAGGCC  
 Forward primer TTTCGGCCTGCGTTCGGG*   
 Reverse universal primer TACGCATCCCAGTTTGAGACG   
 
Primers para la sonda Southern Blot  
 
NOL5A-2F AGACGCTGAGGTTGCGTTG  
NOL5A-3R GCCTCACGCCTATCAGACTC  
 






Primers para el genotipo del repeat GGCCTG, incluyendo el upstream CGGGCG 
INDEL (rs28970277) 
 
REP-23-F         CCATGGTGAGGAGTGGTTG*  
REP-23-R         AACGCAACCTCAGCGTCT 
 
Primers para el genotipo del repeat GGCCTG, sin incluir el upstream CGGGCG 
INDEL (rs28970277) 
 
REP-23- Fb CGACGGTGGGGGTTTC*   




ANEXO 5: CONDICIONES DE PCR UTILIZADAS EN EL PRESENTE 
ESTUDIO 
 




EXONES 1- 4      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,95 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m 20 s 5 m forever  




EXÓN 1        
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,95 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m 20 s 5 m forever  





EXÓN 1      
      
Buff J (Fail Safe) dH2O TqR PF/PR ADN  
12,5 9,35 0,15 1/1 1  
      
95ºC 95ºC 59ºC 72ºC 72ºC 12ºC 
4 m 30 s 30 s 1 m 5 m forever 
    x32       
      
EXÓN 2       
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,95 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m 20 s 5 m forever  
    x30        




EXONES 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9     
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 11,65 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  
    x28        
 
EXONES 10, 11, 12, 13      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,95 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m 20 s 5 m forever  






EXONES 4, 7, 8, 9, 11, 12      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
2 m 30 s 30 s 2 m  5 m forever  
    x34        
 
 
EXONES 1, 2, 6, 10, 13 
High Fidelity 
Roche Cond. touchdown    
         
Buff10x dNTP dH2O 
Enzime 
mix PF/PR ADN    
2 3,2 11,6 0,6 0,6 1    
         
94ºC 94ºC 70ºC 72ºC 94ºC 65ºC 72ºC 72ºC 12ºC 
2 m 15 s 30 s 1 m  15 s 30 s 1 m  3 m  forever 
    x10     x30       
         
EXONES 3 Y 5      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 11,65 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m 5 m forever  





EXONES 1-7        
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  





INTRÓN 5 SNRPB        
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  





EXONES 3, 4, 5 High Fidelity Roche Cond. touchdown    
         
Buff10x dNTP dH2O Enzime mix PF/PR ADN    
2 3,2 11,6 0,6 0,6 1    
         
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 94ºC 55ºC 72ºC 72ºC 12ºC 
2 m 15 s 30 s 1 m  15 s 30 s 1 m  3 m  forever
    x5     x30       
 
EXÓN 6       
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1 11,85 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 61ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  














EXONES 1-19      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,95 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m 20 s 5 m forever  





EXONES 1, 2, 3, 7, 8, 9, 11     
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 1 m  2 m forever  
    x35        
 
EXONES 4, 5, 6, 10, 12      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2 11,85 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 58ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 20 s 30 s 1 m 20 s 5 m forever  





INTRÓN 1 DE NOP56     
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 1 m  2 m forever  














INTRÓN 3 NOP56     
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 1 m  2 m forever  





INTRÓN 5 NOP56     
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 1 m  2 m forever  





INTRÓN 8 NOP56     
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 1 m  2 m forever  





INTRÓN 9 NOP56     
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 1 m  2 m forever  











INTRÓN 10 NOP56     
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 1 m  2 m forever  




EXONES 5, 6, 7      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,7 10,75 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 56ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
2 m 30 s 30 s 1 m 15 s 5 m forever  
    x32        
 
EXONES 8, 9, 10      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,3 11,15 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 58ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
2 m 30 s 30 s 1 m 15 s 5 m forever  
    x32        
 
EXÓN 12       
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,95 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 58ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
2 m 30 s 30 s 1 m 15 s 5 m forever  





EXÓN 1      
      
Buff J (Fail Safe) dH2O TqR PF/PR ADN  
12,5 9,35 0,15 1/1 1  
      
95ºC 95ºC 59ºC 72ºC 72ºC 12ºC 
4 m 30 s 30 s 1 m 5 m forever 
    x32       
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EXONES 2, 3, 4 Y 5      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 1 m 2 m forever  
    x35        
 
 
EXONES 12, 13, 14 Y 15     
      
Buff J (Fail Safe) dH2O TqR PF/PR ADN  
12,5 9,35 0,15 1/1 1  
      
95ºC 95ºC 59ºC 72ºC 72ºC 12ºC 
4 m 30 s 30 s 1 m 5 m forever 





EXÓN 1       
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,95 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m 20 s 5 m forever  





EXONES 1-14      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 11,65 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  















EXONES 1- 8        
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 11,65 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  





EXONES 1- 22      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 11,65 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  





EXONES 1- 28      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 11,65 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 4ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  





EXONES 1, 2, 3, 4      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,95 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m 20 s 5 m forever  











EXONES 1, 2, 3      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 11,65 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  





EXÓN 2        
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  





EXÓN 1        
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1 11,85 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 61ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  3 m forever  





EXONES 1, 2      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1 11,85 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 61ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  









EXONES 3, 4      
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 61ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  





EXÓN 2        
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 1/1 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m  5 m forever  





EXONES 1, 3        
       
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 11,25 0,15 1,2/1,2 1 
       
95ºC 95ºC 58ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 30 s 30 s 1 m 20 s 5 m forever  













Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2 11,85 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2 11,85 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2 11,85 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2,5 11,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 94ºC 55ºC 72ºC 12ºC   
5 m 50 s 40 s 50 s forever   






Buff10x dNTP Mg2+ dH2O TqAbigene PF/PR ADN 
2,5 4 2,5 11,85 0,15 1/1 2 
       
95ºC 95ºC 55ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2 10,85 0,15 0,5/0,5 2 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2 10,85 0,15 0,5/0,5 2 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2,5 11,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 94ºC 55ºC 72ºC 12ºC   
5 m 50 s 40 s 50 s forever   





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 0,5/0,5 2 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  








Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 12,35 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2 11,85 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 2 11,85 0,15 0,5/0,5 1 
       
95ºC 95ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 20 s 30 s 30 s 2 m forever  









Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 11,45 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  






Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  








Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1 11,45 0,15 1,2/1,2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  








Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,35 0,15 1/1 2 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 7 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 8,35 0,15 1/1 4 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 7 m forever  








Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 8,35 0,15 1/1 4 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 7 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 8,35 0,15 1/1 4 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 7 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,35 0,15 1/1 2 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 7 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 8,35 0,15 1/1 4 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 7 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 61ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  








Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1 11,45 0,15 1,2/1,2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 7 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  





Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1 11,45 0,15 1,2/1,2 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  








Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,2 9,65 0,15 2/2 1 
       
94ºC 94ºC 61ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m 3 m forever  
























2,5 4 1.5 5 5,55 0,25 2 2 0,20 2 
 
95ºC 95ºC 63,5ºC 72ºC 72ºC 
10 min 1 m 1 m 4min + 10s cada ciclo 10 min 





E. GENOTIPADO DEL REPEAT GGCCTG INCLUYENDO EL INDEL 
UPSTREAM CGGGCG INDEL (rs28970277) 
 
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 10,35 0,15 1/1 2 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
2 m 45 s 30 s 1 m  7 m forever  





F. GENOTIPADO DEL REPEAT GGCCTG SIN INCLUIR EL INDEL 
UPSTREAM CGGGCG INDEL (rs28970277) 
 
Buff5x dNTP Mg2+ dH2O TqR PF/PR ADN 
5 4 1,5 11,35 0,15 1/1 1 
       
94ºC 94ºC 60ºC 72ºC 72ºC 12ºC  
4 m 1 m 30 s 1 m  10 m forever  




ANEXO 6: MODELO DE INFORME ENTREGADO A LOS PACIENTES 
EN LAS CONSULTAS DE ASESORAMIENTO GENÉTICO 
                                                            XUNTA DE GALICIA  
                                           CONSELLERÍA DE SANIDADE 
                                         SERVICIO GALEGO DA SAÚDE 
 
 
El resultado contenido en este informe ha sido obtenido en el contexto del proyecto de investigación 
"Identificación y caracterización funcional de la mutación causante de la ataxia da Costa da Morte" 
(10PXIB9101280PR). La Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica y los investigadores del 
proyecto no se hacen responsables de cualquier otro uso, distinto de investigación, que se le dé a esta 
información. 
Caso: muestra 1, muestra 1 
PACIENTE:  
FECHA DE NACIMIENTO: 22/10/---- 
TIPO DE MUESTRA: Sangre 
PRUEBA REALIZADA: Ataxia espinocerebelosa SCA36 – Test diagnóstico 
FECHA DE RECEPCIÓN: 16/07/2013 (muestra 1), 19/12/2013 (muestra 2) 
 
Paciente con un cuadro cerebeloso progresivo.No se refieren antecedentes familiares conocidos 
de síntomas similares. 
 
METODOLOGÍA:  
1. Se ha procedido al análisis directo de la expansión (GGCCTG) en NOP56 causante de ataxia 
espinocebelosa tipo 36 (García-Murias et al., 2012), mediante: 
1.1 PCR estándar y análisis automático de fragmentos 
1.2 RP-PCR (Repeat Primed PCR) desarrollada para la detección de la expansión 
SCA36. 
2. Se ha realizado el análisis indirecto del locus SCA36, mediante genotipado de microsatélites 
flanqueantes. 
Para más detalles sobre la metodología aplicada ver García-Murias et al., 2012. 
 
RESULTADO: 
En el análisis directo del locus SCA36 se identifica un único alelo de 7 repeticiones dentro del 
rango normal (de 3 a 14 repeticiones). En la RP-PCR se observó una expansión patológica en 
SCA36, cuyo tamaño exacto no se puede determinar con la técnica empleada. El análisis 
indirecto mostró la presencia del haplotipo ligado a la mutación en otros pacientes gallegos 
estudiados en nuestro laboratorio, lo cual refuerza el resultado de portador del paciente. 
 
SCA36 presenta una herencia autosómica dominante por lo que el riesgo de que un individuo 
portador transmita la enfermedad a cada uno de sus hijos es del 50%. El resultado molecular no 
permite predecir la edad de inicio, tipo de síntomas o severidad y progresión de la enfermedad. 
Este resultado será transmitido en el contexto de un adecuado asesoramiento genético. 
 
CONCLUSIÓN: ... presenta mutación en SCA36 responsable de su cuadro clínico.  
 UNIDAD DE MEDICINA MOLECULAR FECHA 
 
 
  Dra. M.J. Sobrido                Dra. B. Quintáns        10/04/2014 
 Unidad de Medicina Molecular – FPGMX 
Edificio de Consultas  Planta -2. Hospital Clínico Universitario de Santiago 
 15706 SANTIAGO DE COMPOSTELA 




 XUNTA DE GALICIA  
                                CONSELLERÍA DE SANIDADE 
                              SERVICIO GALEGO DA SAÚDE 
 
 
El resultado contenido en este informe ha sido obtenido en el contexto del proyecto de investigación 
"Identificación y caracterización funcional de la mutación causante de la ataxia da Costa da Morte" 
(10PXIB9101280PR). La Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica y los investigadores del 
proyecto no se hacen responsables de cualquier otro uso, distinto de investigación, que se le dé a esta 
información. 
Caso: muestra 1, muestra 2 
PACIENTE: ... 
TIPO DE MUESTRA: Sangre 
PRUEBA REALIZADA: Ataxia espinocerebelosa SCA36 – Test predictivo 
FECHA DE RECEPCIÓN: 02/03/2012 (muestra 1); 10/04/2012 (muestra 2) 
 
Mujer/Hombre de … años, asintomática, que solicita estudio genético de SCA36. Varios 
miembros de su familia presentan un cuadro de ataxia causada por mutación en dicho locus. 
 
METODOLOGÍA:  
1. Se ha procedido al análisis directo de la expansión (GGCCTG) en NOP56 causante de ataxia 
espinocebelosa tipo 36 (García-Murias et al., 2012), mediante: 
1.1 PCR estándar y análisis automático de fragmentos 
1.2 TP-PCR (Triplet repeat Primed PCR) desarrollada para la detección de la expansión 
SCA36. 
2. Se ha realizado el análisis indirecto del locus SCA36, mediante genotipado de nueve 
microsatélites flanqueantes. 
Para más detalles sobre la metodología aplicada ver García-Murias et al., 2012. 
 
RESULTADO: 
En el análisis directo del locus SCA36 se identifican dos alelos de 9 y 10 repeticiones dentro del 
rango normal (de 3 a 14 repeticiones). En la TP-PCR se observa un patrón de picos 
correspondientes a una muestra sin expansión en SCA36. El análisis indirecto mostró la 
ausencia del haplotipo ligado a la mutación en sus familiares afectados y otros pacientes 
gallegos, lo cual refuerza el resultado de no portadora de la paciente. 
 
Este resultado será transmitido en el contexto de un adecuado asesoramiento genético. 
 
CONCLUSIÓN 
.... no es portador de la expansión responsable de SCA36. 
 
 




  Dra. M.J. Sobrido                Dra. B. Quintáns        13/05/2013 
 
 
Unidad de Medicina Molecular – FPGMX 
Edificio de Consultas  Planta -2. Hospital Clínico Universitario de Santiago 
 15706 SANTIAGO DE COMPOSTELA 
Tlfn.: (981) 951490 Fax: (981) 951473 
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ANEXO 7: DOCUMENTOS ENTREGADOS A LOS PACIENTES EN LAS 




















REUNIÓN CON PACIENTES, FAMILIARES Y 
MÉDICOS DE FAMILIA PARA COMUNICAR 
LOS RESULTADOS DE LA INVESTIGACIÓN 









I. INTRODUCCIÓN: ¿QUÉ ES ATAXIA Y CUÁL ES SU CAUSA? 
 
Ataxia significa pérdida de equilibrio y falta de coordinación; 
necesitamos tener equilibrio para hablar, mover las extremidades y sobre 
todo mantener la postura y caminar. La ataxia se produce porque funciona 
mal el centro coordinador, que es el cerebelo, o bien sus conexiones con el 
resto del sistema nervioso.  
 
Hay muchas causas de ataxia; la más frecuente y reversible es la 
intoxicación por alcohol. Otras causas no hereditarias de ataxia son 
trombosis, embolias,  hemorragias, tumores, infecciones, enfermedades 
inflamatorias, metabólicas. Al encontrarnos con un paciente con ataxia, los 
neurólogos realizamos pruebas para descartar todas estas posibilidades. 
Cuando otras causas están descartadas, hablamos de enfermedad 
neurodegenerativa, pues se trata por lo general de un proceso lentamente 
progresivo en el que las neuronas del cerebelo sus conexiones van perdiendo 
su capacidad de funcionar adecuadamente. Las ataxias neurodegenerativas 
son frecuentemente – aunque no siempre - de causa genética y pueden 
heredarse de padres a hijos. 
 
Las principales manifestaciones de la ataxia son: 
 
a) Disartria: dificultad para articular las palabras. 
b) Dismetría: dificultad para realizar movimientos finos y precisos, lo 
que dificulta alcanzar un objetivo sin titubeo. 
c) Marcha inestable con aumento de la separación de los pies, 
dificultad en los giros y dificultad o imposibilidad para caminar con 
un pie delante de otro (marcha en tándem). 
 
Las enfermedades pueden dar lugar sólo a ataxia o bien pueden 
acompañarse de otras alteraciones, según las partes del sistema nervioso  
afectadas. Esto ocurre con las enfermedades degenerativas, ya que unas 
producen cuadros casi puros de ataxia y otros cuadros más complejos. 
 
 Las ataxias de causa genética pueden ser, según su forma de herencia, 
dominantes, recesivas o ligadas a X. Estas distintas formas de herencia 
comportan diferente riesgo de transmitir la enfermedad a la descendencia. 
En este caso nos interesan las ataxias dominantes, llamadas también 
SCAs. Para cada uno de nuestros genes tenemos dos copias, llamadas alelos, 
una heredada de nuestro padre y una de nuestra madre. Se llaman 
dominantes aquellas enfermedades en las que es suficiente con haber 
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heredado una copia anómala (es decir, un alelo con la mutación) para 
desarrollar síntomas, aunque tengamos la otra copia normal. Se conocen hoy 
en día más de 30 causas genéticas diferentes capaces de originar una ataxia 
dominante. De estas, unos 10 tipos de mutaciones causantes de ataxia 




II. ¿CÓMO SURGIÓ ESTA INVESTIGACIÓN?: PLANIFICACION 
DEL ESTUDIO DE UNA FAMILIA DE A COSTA DA MORTE CON 
FALTA DE EQUILIBRIO 
 
Desde los años noventa el Dr. Manuel Arias, jefe de sección de 
Neurología del Hospital Clínico de Santiago comenzó a consultar a diversos 
pacientes con un cuadro de ataxia naturales de distintos municipios de A 
Costa da Morte. Todos estos pacientes tenían síntomas y signos muy 
similares, uno de sus padres había padecido un cuadro similar y, además, era 
frecuente tener hermanos y primos afectados. Después de realizar algunas 
pruebas, parecía bastante claro que estos enfermos padecían un cuadro de 
ataxia degenerativa y hereditaria. Al avanzar los conocimientos en genética 
y biología molecular, se realizaron los primeros análisis genéticos a algunos 
pacientes y en estos primeros análisis parecía que su ataxia hereditaria no 
era ninguna de las más frecuentes y con causa genética conocida.  
 
Pasados unos años, El Dr. Manuel Arias comentó estos casos con la 
Dra. María Jesús Sobrido, también neuróloga, especialista en neurogenética 
e investigadora de la Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica, y  se 
decidió planificar un estudio clínico y  genético-molecular para tratar de 
identificar la causa de la ataxia de estos pacientes gallegos. La 
investigación, que se pudo iniciar en el año 2005 gracias a una financiación 
de la Consellería de Sanidade-Xunta de Galicia, tenía dos objetivos 
fundamentales: 
 
1. Establecer el perfil clínico, es decir los síntomas, signos clínicos,  
hallazgos de neuroimagen y neurofisiológicos, que conforman el 
fenotipo (fenotipo = conjunto de manifestaciones clínicas de una 
enfermedad genética). 
2. Realizar estudio genético-molecular para localizar el defecto 
genético (la mutación causal) y poder así ofrecer un diagnóstico de 




Ninguna investigación puede llevarse a cabo sin un equipo. En el estudio de la 
ataxia da Costa da Morte participan también: Las neurólogas Dra. Dolores 
Dapena y Dra. Susana Arias, del Servicio de Neurología del Hospital Clínico 
de Santiago y las Dras. Patricia Blanco, Beatriz Quintáns, Rosa Tarrío, 
María García-Murias, así como la psicóloga Dra. Montserrat Fernández-
Prieto, todos ellos de la Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica que 
dirige el Dr. Ángel Carracedo. Parte esencial del equipo ha sido también D. 
Ramón Moreira, miembro de una de las familias, quien participó 
especialmente en la fase inicial de la investigación, ayudando a realizar el 




III. ¿CÓMO SE DESARROLLÓ LA INVESTIGACIÓN?: MÉTODOS Y 
RESULTADOS DEL ESTUDIO 
 
 
El estudio se planificó en varias fases: 
 
A) Fase inicial: reclutamiento de los pacientes y caracterización clínica 
(fenotipo). 
 
Aunque ya habíamos tenido ocasión de examinar a unos pocos 
miembros de la familia, para poder conocer y entender bien la enfermedad 
era imprescindible examinar y tener una muestra de sangre del mayor 
número posible de personas de la familia. En este tipo de estudios son tan 
importantes las personas con síntomas como los miembros de la familia sin 
síntomas de la enfermedad, pues los análisis genéticos que vendrán después 
se basan fundamentalmente en comparar enfermos y sanos. Esta fase, que 
se desarrolló entre los años 2005 y 2006, fue posible en gran medida 
gracias al trabajo de Ramón Moreira, quien llevó a cabo la tarea de 
construir el árbol genealógico, nada pequeño por cierto. Recibió para ello 
ayuda de otras personas de la familia que, bien con su testimonio o 
aportando documentación antigua, permitieron ir tazando las relaciones 
familiares.  
A medida que se construía el árbol y se contactaba con otros 
miembros de la familia, Ramón fue preparando la posterior visita de los 
investigadores del equipo. Se realizaron numerosas visitas, algunas para ver 
a una sola persona y otras para ver en un mismo día a 50 o 60. Gracias a la 
“avanzadilla” de Ramón, los investigadores nos hemos encontrado con 
personas que ya tenían una idea aproximada de lo que se trataba, a quienes 
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ya sólo quedaba explicar mejor los detalles y, así, la continuación de esta 
fase de reclutamiento del estudio fue un éxito gracias a la inmediata 
comprensión del objetivo por parte de las personas visitadas y su 
disponibilidad a ser examinadas, proporcionar información sobre familiares 
fallecidos y otros datos, así como donar una muestra de sangre. Todos los 
examinados dieron su consentimiento para participar en el estudio. Sin la 
colaboración de todos, especialmente de Ramón Moreira, probablemente 
esta fase de la investigación nos habría llevado en vez de un año, dos o tres. 
 
 
De este modo los objetivos alcanzados tras esta primera fase fueron: 
 
1) Se completaron los datos del árbol genealógico de la primera familia. A 
medida que continuaba esta fase del estudio, vimos que había otra 
familia, también muy extensa, de la misma zona, en la que también había 
personas con idénticos síntomas. Aunque no hemos sido capaces de 
encontrar el antepasado común a estas dos familias, con muy elevada 
probabilidad este antepasado común existió. Se identificó una tercera 
familia más pequeña que, aunque no hemos podido enlazar en el árbol 
genealógico con las dos anteriores, muy probablemente también tiene la 
misma causa genética de ataxia, pues los síntomas son similares y son 
originarios de la misma zona costera. Y, por último, aparecieron a lo largo 
del estudio tres pacientes aislados (es decir, no pertenecientes a que 
ninguna de estas tres familias), con una forma similar ataxia, que son de 
la misma zona. 
2) Se verificó que la forma de ataxia en estas familias es, como se 
sospechaba, de herencia dominante. 
3) Pudimos dividir a los miembros de la familia, en función de su edad y 
síntomas al examinarlos, en: afectados (con síntomas), no afectados (sin 
síntomas) y desconocidos o dudosos (personas generalmente jóvenes sin 
síntomas o con síntomas muy leves).   
4) Aunque no hay ningún paciente exactamente igual a otro, incluso con la 
misma enfermedad y de la misma familia, pudimos constatar las 
características generales de la “Ataxia da Costa da Morte”: el inicio 
suele producirse alrededor de los 50 años, la progresión es lenta, los 
síntomas son predominantemente cerebelosos y muchos pacientes 
presentan además sordera en mayor o menor grado (ver resumen más 
extenso en punto III). 
5) Para complementar el conocimiento médico sobre los detalles de la 
enfermedad y la o las partes afectadas del sistema nervioso, algunos de 
los pacientes considerados afectados fueron examinados con resonancia 
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magnética  (RM), audiometría, potenciales evocados, electromiografía 
(EMG) y analítica general. 
6) A la mayoría de las personas participantes se les tomó una muestra de 
sangre para los estudios genéticos de la siguiente fase. En total se 
recogieron 139 muestras de sangre de las familias. 
 
 
B) Fase  de estudio genético y de biología molecular. 
 
Esta es la parte más larga y compleja del estudio. Tras el apoyo inicial de 
la Xunta de Galicia, obtuvimos en 2006 una subvención adicional del 
Ministerio de Sanidad (Instituto de Salud Carlos III) para poder 
comenzar esta parte de la investigación. Aunque la investigación no está 
concluida todavía, se han alcanzado algunos resultados que, por su 
importancia para los pacientes y sus familias, hemos creído conveniente 
compartir con todos en este momento. 
 
Lo que intentaremos es, en última instancia, conocer la mutación 
causante de la “ataxia da Costa da Morte”. Una mutación es una 
alteración en alguno de nuestros genes que hace que dicho gen no 
funcione bien. Los seres humanos tenemos unos 30000 genes 
aproximadamente, distribuidos a lo largo de 23 parejas de cromosomas. 
El conjunto de nuestros genes, empaquetados en los cromosomas, se 
denomina el genoma o ADN. Los genes dan lugar a proteínas, que son las 
responsables de todas las funciones de las células (incluidas, claro está, 
las células del sistema nervioso). Si un gen tiene una mutación no 
funcionará adecuadamente la proteína correspondiente. 
 
1) En primer lugar se analizaron, en al menos una persona afectada de cada 
familia, todas las mutaciones habituales causantes de ataxia dominante, 
las SCAs, es decir, las que se pueden analizar en el laboratorio de rutina 
de diagnóstico genético. Todas fueron negativas. 
 
2) Al haber dado negativas todas las formas conocidas hasta ahora de SCA, 
se procedió a un análisis de ligamiento. Este tipo de análisis se denomina 
análisis indirecto, pues consiste en estudiar no directamente las 
mutaciones, sino una serie de factores genéticos llamados “marcadores 
polimórficos” porque son generalmente muy diferentes de unas personas 
a otras. Tenemos este tipo de “marcadores” a lo largo de todos nuestros 
cromosomas, es decir a lo largo de todo nuestro ADN. Y su utilidad se 
entiende fácilmente: dos personas que hayan heredado el mismo 
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“trocito” de ADN (por ejemplo, el trocito en el que se localiza una 
mutación determinada) van a tener los mismos marcadores.  
 
3) El análisis de ligamiento en las familias de ataxia da Costa da Morte llevó 
a la identificación de una región cromosómica común en los pacientes. 
Es decir, todos los afectados comparten los mismos marcadores en una 
determinada zona de su genoma. Esta zona debe de contener la mutación 
responsable, lo cual se refuerza además porque estos marcadores en 
región cromosómica no son compartidos por las personas de la familia 
que no tienen la enfermedad (pues no tienen síntomas, siendo ya 
mayores). Aunque no conozcamos aún la mutación, podemos conocer quién 
ha heredado este trocito de cromosoma y quién no. 
 
4) En la actualidad la investigación continúa con la esperanza de que en poco 
tiempo lograremos identificar el gen responsable y la mutación causante 
de la enfermedad. Esto no llevará inmediatamente a disponer de un 
tratamiento curativo, pero es el primer paso imprescindible para 
comprender cuál es la causa de esta enfermedad hereditaria, qué 
función celular es la que se encuentra alterada, y abrir las posibilidades 
de estudiar posibles maneras de corregirla. 
 
 
IV. RESUMEN DE RESULTADOS HASTA LA FECHA 
 
1) RESULTADOS CLÍNICOS 
 
El perfil clínico, fenotipo, de de los pacientes de esta amplia familia con 
ataxia se resume así: 
 
- Inicio del desequilibrio en la quinta década en la mayoría de los pacientes. 
- El desequilibrio es fundamentalmente para caminar, es decir ataxia de 
línea media. 
- Un porcentaje alto de pacientes presentan disminución de agudeza 
auditiva, que se debe a la afectación del nervio auditivo (hipoacusia de 
percepción). 
- También la mayoría de los afectados presentan una alteración 
característica del habla, es decir un tipo particular de disartria,  y   
movimientos ondulantes en la lengua (fasciculaciones). 
- La enfermedad en general no produce deterioro cognitivo. 
- Todos los afectados presentan atrofia del cerebelo en los estudios de RM; 
tal atrofia es mas intensa en la parte central del cerebelo (el vermis). 
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2) RESULTADOS GENÉTICOS 
 
El perfil clínico, genético, de de los pacientes de esta amplia familia con 
ataxia se resume así: 
 
- Los pacientes con la “ataxia da Costa da Morte” no presentan ninguna de 
las mutaciones conocidas hasta la fecha causantes de ataxia. 
- Todos los afectados de las dos familias grandes, la familia pequeña y 
alguno de los afectados independientes comparten una serie de 
marcadores genéticos en una región cromosómica concreta y definida. 
- Es virtualmente imposible (posibilidad inferior a 1 entre 100 millones) que 
compartan estos marcadores por casualidad, por lo que la alteración 
genética concreta (mutación) causante de la enfermedad debe estar en 
esa zona, que es muy pequeña. 
- No se ha identificado aún la mutación concreta. Esto forma parte de la 
continuación del estudio, para la que se ha solicitado financiación adicional 
a la Consellería de Sanidade y estamos pendientes de la resolución. 
- Los resultados disponibles hasta ahora –es decir, el conocer los 
marcadores que comparten los pacientes- permiten, aunque no se haya 
identificado todavía la mutación, llevar a cabo el análisis genético de 
cualquier persona (con o sin síntomas) y saber si comparte o no los mismos 
marcadores, lo cual significaría que muy probablemente ha heredado la 
misma mutación. Esto se denomina “estudio genético indirecto”. 
- Para llevar a cabo dicho estudio genético es necesario tener antes, de 
forma programada e individual, una consulta de asesoramiento genético. 
 
 
¿QÚE DEBE HACER PARA OBTENER MÁS INFORMACIÓN? 
 
Cualquier miembro de la familia, con o sin síntomas de la enfermedad, que 
desee recibir información más detallada y concreta sobre su caso, conocer 
el resultado de sus análisis o llevarlos a cabo si no se han hecho deberá 
llamar a la Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica, teléfono 
981951490 ó 981951491 y preguntar por la consulta de ataxia. Se irá 
citando a los interesados en la consulta. La dirección completa es: 
 
Fundación de Medicina Xenómica/Medicina Molecular 
Hospital Clínico de Santiago 
Edificio de consultas, planta -2 
Travesía da Choupana s/n 














REUNIÓN CON PACIENTES, FAMILIARES Y 
MÉDICOS PARA COMUNICAR LOS AVANCES 
EN LA INVESTIGACIÓN DE LA “ATAXIA DA 
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I. INTRODUCCIÓN: ¿QUÉ ES ATAXIA Y CUÁL ES SU CAUSA? 
 
Ataxia significa pérdida de equilibrio y falta de coordinación; 
necesitamos tener equilibrio para hablar, mover las extremidades y sobre 
todo mantener la postura y caminar. La ataxia se produce porque funciona 
mal el centro coordinador, que es el cerebelo, o bien sus conexiones con el 
resto del sistema nervioso.  
 
Hay muchas causas de ataxia; la más frecuente y reversible es la 
intoxicación por alcohol. Otras causas no hereditarias de ataxia son 
trombosis, embolias,  hemorragias, tumores, infecciones, enfermedades 
inflamatorias, metabólicas. Al encontrarnos con un paciente con ataxia, los 
neurólogos realizamos pruebas para descartar todas estas posibilidades. 
Cuando otras causas están descartadas, hablamos de enfermedad 
neurodegenerativa, pues se trata por lo general de un proceso lentamente 
progresivo en el que las neuronas del cerebelo sus conexiones van perdiendo 
su capacidad de funcionar adecuadamente. Las ataxias neurodegenerativas 
son frecuentemente – aunque no siempre - de causa genética y pueden 
heredarse de padres a hijos. 
 
Las principales manifestaciones de la ataxia son: 
 
d) Disartria: dificultad para articular las palabras. 
e) Dismetría: dificultad para realizar movimientos finos y precisos, lo 
que dificultad alcanzar un objetivo sin titubeo. 
f) Marcha inestable con aumento de la separación de los pies, 
dificultad en los giros y dificultad o imposibilidad para caminar con 
un pie delante de otro (marcha en tándem). 
 
Las enfermedades pueden dar lugar sólo a ataxia o bien pueden 
acompañarse de otras alteraciones, según las partes del sistema nervioso  
afectadas. Esto ocurre con las enfermedades degenerativas, ya que unas 
producen cuadros casi puros de ataxia y otros cuadros más complejos. 
 
 Las ataxias de causa genética pueden ser, según su forma de herencia, 
dominantes, recesivas o ligadas a X. Estas distintas formas de herencia 
comportan diferente riesgo de transmitir la enfermedad a la descendencia. 
En este caso nos interesan las ataxias dominantes, llamadas también 
SCAs. Para cada uno de nuestros genes tenemos dos copias, llamadas alelos, 
una heredada de nuestro padre y una de nuestra madre. Se llaman 
dominantes aquellas enfermedades en las que es suficiente con haber 
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heredado una copia anómala (es decir, un alelo con la mutación) para 
desarrollar síntomas, aunque tengamos la otra copia normal. Se conocen hoy 
en día más de 30 causas genéticas diferentes capaces de originar una ataxia 
dominante. De estas, unos 10 tipos de mutaciones causantes de ataxia 
pueden analizarse rutinariamente en los laboratorios de diagnóstico 
genético. 
 
II. ¿CÓMO SURGIÓ ESTA INVESTIGACIÓN?: PLANIFICACION 
DEL ESTUDIO DE UNA FAMILIA DE A COSTA DA MORTE CON 
FALTA DE EQUILIBRIO 
 
Desde los años noventa el Dr. Manuel Arias, jefe de sección de 
Neurología del Hospital Clínico de Santiago comenzó a consultar a diversos 
pacientes con un cuadro de ataxia naturales de distintos municipios de A 
Costa da Morte. Todos estos pacientes tenían síntomas y signos muy 
similares, uno de sus padres había padecido un cuadro similar y, además, era 
frecuente tener hermanos y primos afectados. Después de realizar algunas 
pruebas, parecía bastante claro que estos enfermos padecían un cuadro de 
ataxia degenerativa y hereditaria. Al avanzar los conocimientos en genética 
y biología molecular, se realizaron los primeros análisis genéticos a algunos 
pacientes, que dieron como resultado su ataxia hereditaria no era ninguna 
de las más frecuentes y con causa genética conocida.  
 
Pasados unos años, El Dr. Manuel Arias comentó estos casos con la 
Dra. María Jesús Sobrido, también neuróloga, especialista en neurogenética 
e investigadora de la Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica, y  
planificó un estudio clínico y  genético-molecular para tratar de identificar 
la causa de la ataxia de estos pacientes gallegos. La investigación, que se 
pudo iniciar en el año 2005 gracias a una financiación de la Consellería de 
Sanidade-Xunta de Galicia, tenía dos objetivos fundamentales: 
 
3. Establecer el perfil clínico, es decir los síntomas, signos,  
hallazgos de neuroimagen y neurofisiológicos, que conforman el 
fenotipo (fenotipo = conjunto de manifestaciones clínicas de una 
enfermedad genética). 
4. Realizar estudio genético-molecular para localizar el defecto 
genético (la mutación causal) y poder así ofrecer un diagnóstico de 
certeza e incluso un test predictivo. 
 
Ninguna investigación puede llevarse a cabo sin un equipo. En el estudio de la 
ataxia da Costa da Morte participan también: Los neurólogos Dra. Dolores 
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Dapena,  Dra. Susana Arias y Dr. Julio Pardo del Servicio de Neurología del 
Hospital Clínico de Santiago y las Dras. Patricia Blanco, Beatriz Quintáns, 
Rosa Tarrío, María García-Murias, Pilar Cacheiro, así como la psicóloga Dra. 
Montserrat Fernández-Prieto, todos ellos de la Fundación Pública Galega de 
Medicina Xenómica que dirige el Dr. Ángel Carracedo. Parte esencial del 
equipo ha sido también D. Ramón Moreira, miembro de una de las familias, 
quien participó especialmente en la fase inicial de la investigación, ayudando 
a realizar el reclutamiento de los pacientes.  
 
 
III. ¿CÓMO SE DESARROLLÓ LA INVESTIGACIÓN?: MÉTODOS Y 
RESULTADOS DEL ESTUDIO 
 
 
El estudio se planificó en varias fases: 
 
C) Fase inicial: reclutamiento de los pacientes y caracterización clínica 
(fenotipo). 
 
Aunque ya habíamos tenido ocasión de examinar a unos pocos 
miembros de la familia, para poder conocer y entender bien la enfermedad 
era imprescindible examinar y tener una muestra de sangre del mayor 
número posible de personas de la familia. En este tipo de estudios son tan 
importantes las personas con síntomas como los miembros de la familia sin 
síntomas de la enfermedad, pues los análisis genéticos se basan 
fundamentalmente en comparar enfermos y sanos. Esta fase, que se 
desarrolló entre los años 2005 y 2006, fue posible en gran medida gracias 
al trabajo de Ramón Moreira, quien llevó a cabo la tarea de construir el 
árbol genealógico. Recibió para ello ayuda de otras personas de la familia 
que, bien con su testimonio o aportando documentación antigua, permitieron 
ir tazando las relaciones familiares.  
 
Se realizaron numerosas visitas, algunas para ver a una sola persona y 
otras para ver en un mismo día a 50 o 60. Gracias a la “avanzadilla” de 
Ramón, que realizó los contactos iniciales con muchas personas, cuando los 
investigadores realizábamos las visitas ya había una idea aproximada de lo 
que se trataba, sólo quedaba explicar mejor los detalles y, así, la 
continuación de esta fase de reclutamiento del estudio fue un éxito. Todos 
los examinados dieron su consentimiento para participar en el estudio. Sin la 
colaboración de todos, especialmente de Ramón Moreira, probablemente 




De este modo los objetivos alcanzados tras esta primera fase fueron: 
 
7) Se completaron los datos genealógicos. Aunque no hemos sido capaces de 
encontrar el antepasado común a todas las familias, con muy elevada 
probabilidad existió. Se identificaron otras familias adicionales con la 
misma enfermedad, la mayoría de ellas de la misma zona, o con 
antepasados en la misma zona. Algunas familias son de la provincia de 
Pontevedra. 
8) Se verificó que la forma de ataxia en estas familias es de herencia 
dominante. 
9) Aunque no hay ningún paciente exactamente igual a otro, incluso con la 
misma enfermedad y de la misma familia, pudimos constatar las 
características generales de la “Ataxia da Costa da Morte”: el inicio 
suele producirse alrededor de los 50 años, la progresión es lenta, los 
síntomas son predominantemente cerebelosos y muchos pacientes 
presentan además sordera en mayor o menor grado (ver resumen más 
extenso en punto III). 
10) Para complementar el conocimiento médico sobre los detalles de la 
enfermedad y la o las partes afectadas del sistema nervioso, algunos de 
los pacientes fueron examinados con resonancia magnética  (RM), 
audiometría, potenciales evocados, electromiografía (EMG) y analítica 
general. 
11) A las personas participantes se les tomó una muestra de sangre para los 
estudios genéticos. 
12) En la actualidad hemos confirmado que otras familias con este mismo 
tipo de ataxia residen en otras zonas de Galicia. 
 
D) Fase  de estudio genético y de biología molecular. 
 
Esta es la parte más larga y compleja del estudio. Tras el apoyo inicial de 
la Xunta de Galicia, obtuvimos en 2006 una subvención adicional del 
Ministerio de Sanidad (Instituto de Salud Carlos III) para poder 
comenzar esta parte de la investigación. Aunque la investigación no está 
concluida todavía, se han alcanzado algunos resultados que, por su 
importancia para los pacientes y sus familias, hemos creído conveniente 
compartir con todos en este momento. 
 
Lo que buscábamos era conocer la mutación causante de la “ataxia da 
Costa da Morte”. Una mutación es una alteración en alguno de nuestros 
genes que hace que dicho gen no funcione bien. Los seres humanos 
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tenemos unos 30000 genes aproximadamente, distribuidos a lo largo de 
23 parejas de cromosomas. El conjunto de nuestros genes, empaquetados 
en los cromosomas, se denomina el genoma o ADN. Los genes dan lugar a 
proteínas, que son las responsables de todas las funciones de las células 
(incluidas, claro está, las células del sistema nervioso). Si un gen tiene 
una mutación no funcionará adecuadamente la proteína correspondiente. 
 
5) En primer lugar se analizaron, en al menos una persona afectada de cada 
familia, todas las mutaciones habituales causantes de ataxia dominante, 
las SCAs, es decir, las que se pueden analizar en el laboratorio de rutina 
de diagnóstico genético. Todas fueron negativas. 
 
6) Al haber dado negativas todas las formas conocidas hasta ahora de SCA, 
se procedió a un análisis de ligamiento, que consiste en estudiar no 
directamente las mutaciones, sino una serie de factores genéticos 
llamados “marcadores polimórficos” porque son generalmente muy 
diferentes de unas personas a otras. Tenemos este tipo de “marcadores” 
a lo largo de todos nuestros cromosomas, es decir a lo largo de todo 
nuestro ADN. Y su utilidad se entiende fácilmente: dos personas que 
hayan heredado el mismo “trocito” de ADN (por ejemplo, el trocito en el 
que se localiza una mutación determinada) van a tener los mismos 
marcadores.  
 
7) El análisis de ligamiento en las familias de ataxia da Costa da Morte llevó 
a la identificación de una región cromosómica común en los pacientes. 
Es decir, todos los afectados comparten los mismos marcadores en una 
determinada zona de su genoma. Esta zona no es compartida por las 
personas de la familia que no tienen la enfermedad y nos revela que la 
mutación causante se originó en un único antepasado común.  
 
8) Hemos encontrado  mutación causal de este tipo de ataxia, que consiste 
en que un fragmento de ADN tiene, en los pacientes, un tamaño mayor 
del observado en condiciones normales (llamamos a esto una expansión). 
Aunque el tamaño de la expansión no es igual en todos los pacientes, 
siempre es mayor de lo normal. 
 
9) Se ha identificado esta misma mutación en unas pocas familias de Japón. 
Por ahora no se ha observado la presencia de esta misma mutación fuera 




10) En la actualidad la investigación continuará intentando comprender cuál 
es la consecuencia de esta mutación a nivel del cerebelo, qué función 
celular es la que se encuentra alterada y desde qué momento de la vida 
de la persona, con el fin de abrir el camino para encontrar posibles 
maneras de corregirla lo antes posible. Esto no llevará inmediatamente a 
disponer de un tratamiento curativo, pero se acerca cada día más. 
 
IV. RESUMEN DE RESULTADOS HASTA LA FECHA 
 
3) RESULTADOS CLÍNICOS 
 
El perfil clínico, fenotipo, de de los pacientes de esta amplia familia con 
ataxia se resume así: 
 
- Inicio del desequilibrio en la quinta década en la mayoría de los pacientes. 
- El desequilibrio es fundamentalmente para caminar, es decir ataxia de 
línea media. 
- Un porcentaje alto de pacientes presentan disminución de agudeza 
auditiva, que se debe a la afectación del nervio auditivo (hipoacusia de 
percepción). 
- También la mayoría de los afectados presentan una alteración 
característica del habla, es decir un tipo particular de disartria,  y   
movimientos ondulantes en la lengua (fasciculaciones). 
- Puede haber alguna anomalía en los movimientos oculares, muy 
ocasionalmente visión doble. 
- La enfermedad en general no produce deterioro cognitivo importante. 
- Todos los afectados presentan atrofia del cerebelo en los estudios de RM; 
tal atrofia es mas intensa en la parte central del cerebelo (el vermis). 
 
4) RESULTADOS GENÉTICOS 
 
El perfil genético, de los pacientes de esta amplia familia con ataxia se 
resume así: 
 
- Los pacientes con la “ataxia da Costa da Morte” presentan una nueva 
mutación causante de ataxia. 
- Todos los afectados comparten una serie de marcadores genéticos en una 
región cromosómica concreta y definida. 
- Es virtualmente imposible (posibilidad inferior a 1 entre 100 millones) que 
compartan estos marcadores por casualidad, por lo que la alteración 
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genética concreta (mutación) causante de la enfermedad está en esa zona, 
, como ya hemos comprobado. 
- Al haberse encontrado la mutación causal se puede llevar a cabo el análisis 
genético de cualquier persona (con o sin síntomas), así como de los 
marcadores que comparten los pacientes para tener un resultado aun más 
fiable, ha heredado o no la misma mutación.  
- Para llevar a cabo dicho estudio genético es necesario tener antes, de 
forma programada e individual, una consulta de asesoramiento genético. 
 
V. CÓMO SE HAN FINANCIADO ESTOS ESTUDIOS 
 
Ninguna investigación es posible sin financiación. El presente trabajo ha sido 
apoyado, a lo largo de estos años, por fondos procedentes de: 
 
- Xunta de Galicia (Consellerías de Sanidade y Economía e Industria). 
- Instituto de Investigación Carlos III 
- Fondos FEDER 
- Asociación Galega de Ataxias 
 
¿QUÉ DEBE HACER PARA OBTENER MÁS INFORMACIÓN? 
 
 
Aquellas personas que presenten síntomas y tengan algún familiar afectado 
pueden contactar con el Servicio de Neurología del Complejo Hospitalario 
Universitario de Santiago, preguntando por la consulta especial de 
enfermedades degenerativas. Teléfono 981950332. 
 
Cualquier miembro de la familia, con o sin síntomas de la enfermedad, que 
desee recibir información detallada sobre su caso, informarse sobre el riesgo 
para sí mismo y para su descendencia, conocer el resultado de sus análisis 
genéticos o llevarlos a cabo si no se han hecho, deberá llamar a la Fundación 
Pública Galega de Medicina Xenómica, Hospital Clínico Universitario de 
Santiago, teléfonos 981951490/ 981951491/981955309.  
 
Para información general también pueden ponerse en contacto con la 
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I. INTRODUCCIÓN: ¿QUÉ ES ATAXIA Y CUÁL ES SU CAUSA? 
 
Ataxia significa pérdida de equilibrio y falta de coordinación; 
necesitamos tener equilibrio para hablar, mover las extremidades y sobre 
todo mantener la postura y caminar. La ataxia se produce porque funciona 
mal el centro coordinador, que es el cerebelo, o bien sus conexiones con el 
resto del sistema nervioso.  
 
Hay muchas causas de ataxia; la más frecuente y reversible es la 
intoxicación por alcohol. Otras causas no hereditarias de ataxia son 
trombosis, embolias,  hemorragias, tumores, infecciones, enfermedades 
inflamatorias, metabólicas. Al encontrarnos con un paciente con ataxia, los 
neurólogos realizamos pruebas para descartar todas estas posibilidades. 
Cuando otras causas están descartadas, hablamos de enfermedad 
neurodegenerativa, pues se trata por lo general de un proceso lentamente 
progresivo en el que las neuronas del cerebelo sus conexiones van perdiendo 
su capacidad de funcionar adecuadamente. Las ataxias neurodegenerativas 
son frecuentemente – aunque no siempre - de causa genética y pueden 
heredarse de padres a hijos. 
 
Las principales manifestaciones de la ataxia son: 
 
g) Disartria: dificultad para articular las palabras. 
h) Dismetría: dificultad para realizar movimientos finos y precisos, lo 
que dificultad alcanzar un objetivo sin titubeo. 
i) Marcha inestable con aumento de la separación de los pies, 
dificultad en los giros y dificultad o imposibilidad para caminar con 
un pie delante de otro (marcha en tándem). 
 
Las enfermedades pueden dar lugar sólo a ataxia o bien pueden 
acompañarse de otras alteraciones, según las partes del sistema nervioso  
afectadas. Esto ocurre con las enfermedades degenerativas, ya que unas 
producen cuadros casi puros de ataxia y otros cuadros más complejos. 
 
 Las ataxias de causa genética pueden ser, según su forma de herencia, 
dominantes, recesivas o ligadas a X. Estas distintas formas de herencia 
comportan diferente riesgo de transmitir la enfermedad a la descendencia. 
En este caso nos interesan las ataxias dominantes, llamadas también 
SCAs. Para cada uno de nuestros genes tenemos dos copias, llamadas alelos, 
una heredada de nuestro padre y una de nuestra madre. Se llaman 
dominantes aquellas enfermedades en las que es suficiente con haber 
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heredado una copia anómala (es decir, un alelo con la mutación) para 
desarrollar síntomas, aunque tengamos la otra copia normal. Se conocen hoy 
en día más de 30 causas genéticas diferentes capaces de originar una ataxia 
dominante. De estas, unos 10 tipos de mutaciones causantes de ataxia 
pueden analizarse rutinariamente en los laboratorios de diagnóstico 
genético. 
 
II. ¿CÓMO SURGIÓ ESTA INVESTIGACIÓN?: PLANIFICACION 
DEL ESTUDIO DE UNA FAMILIA DE A COSTA DA MORTE CON 
FALTA DE EQUILIBRIO 
 
Desde los años noventa el Dr. Manuel Arias, jefe de sección de 
Neurología del Hospital Clínico de Santiago comenzó a consultar a diversos 
pacientes con un cuadro de ataxia naturales de distintos municipios de A 
Costa da Morte. Todos estos pacientes tenían síntomas y signos muy 
similares, uno de sus padres había padecido un cuadro similar y, además, era 
frecuente tener hermanos y primos afectados. Después de realizar algunas 
pruebas, parecía bastante claro que estos enfermos padecían un cuadro de 
ataxia degenerativa y hereditaria. Al avanzar los conocimientos en genética 
y biología molecular, se realizaron los primeros análisis genéticos a algunos 
pacientes, que dieron como resultado su ataxia hereditaria no era ninguna 
de las más frecuentes y con causa genética conocida.  
 
Pasados unos años, El Dr. Manuel Arias comentó estos casos con la 
Dra. María Jesús Sobrido, también neuróloga, especialista en neurogenética 
e investigadora de la Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica, y  
planificó un estudio clínico y  genético-molecular para tratar de identificar 
la causa de la ataxia de estos pacientes gallegos. La investigación, que se 
pudo iniciar en el año 2005 gracias a una financiación de la Consellería de 
Sanidade-Xunta de Galicia, tenía dos objetivos fundamentales: 
 
5. Establecer el perfil clínico, es decir los síntomas, signos,  
hallazgos de neuroimagen y neurofisiológicos, que conforman el 
fenotipo (fenotipo = conjunto de manifestaciones clínicas de una 
enfermedad genética). 
6. Realizar estudio genético-molecular para localizar el defecto 
genético (la mutación causal) y poder así ofrecer un diagnóstico de 
certeza e incluso un test predictivo. 
 
Ninguna investigación puede llevarse a cabo sin un equipo. En el estudio de la 
ataxia da Costa da Morte participan también: Los neurólogos Dra. Dolores 
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Dapena,  Dra. Susana Arias y Dr. Julio Pardo del Servicio de Neurología del 
Hospital Clínico de Santiago y las Dras. Patricia Blanco, Beatriz Quintáns, 
Rosa Tarrío, María García-Murias, Pilar Cacheiro, así como la psicóloga Dra. 
Montserrat Fernández-Prieto, todos ellos de la Fundación Pública Galega de 
Medicina Xenómica que dirige el Dr. Ángel Carracedo. Parte esencial del 
equipo ha sido también D. Ramón Moreira, miembro de una de las familias, 
quien participó especialmente en la fase inicial de la investigación, ayudando 
a realizar el reclutamiento de los pacientes.  
 
 
III. RESUMEN DE RESULTADOS HASTA LA FECHA 
 
5) RESULTADOS CLÍNICOS 
 
El perfil clínico, fenotipo, de de los pacientes de esta amplia familia con 
ataxia se resume así: 
 
- Inicio del desequilibrio en la quinta década en la mayoría de los pacientes. 
- El desequilibrio es fundamentalmente para caminar, es decir ataxia de 
línea media. 
- Un porcentaje alto de pacientes presentan disminución de agudeza 
auditiva, que se debe a la afectación del nervio auditivo (hipoacusia de 
percepción). 
- También la mayoría de los afectados presentan una alteración 
característica del habla, es decir un tipo particular de disartria,  y   
movimientos ondulantes en la lengua (fasciculaciones). 
- Puede haber alguna anomalía en los movimientos oculares, muy 
ocasionalmente visión doble. 
- La enfermedad en general no produce deterioro cognitivo importante. 
- Todos los afectados presentan atrofia del cerebelo en los estudios de RM; 
tal atrofia es mas intensa en la parte central del cerebelo (el vermis). 
 
6) RESULTADOS GENÉTICOS 
 
El perfil genético, de los pacientes de esta amplia familia con ataxia se 
resume así: 
 
- Los pacientes con la “ataxia da Costa da Morte” presentan una nueva 
mutación causante de ataxia. 
- Todos los afectados comparten una serie de marcadores genéticos en una 
región cromosómica concreta y definida. 
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- Es virtualmente imposible (posibilidad inferior a 1 entre 100 millones) que 
compartan estos marcadores por casualidad, por lo que la alteración 
genética concreta (mutación) causante de la enfermedad está en esa zona, 
como ya hemos comprobado. 
- Al haberse encontrado la mutación causal se puede llevar a cabo el análisis 
genético de cualquier persona (con o sin síntomas), así como de los 
marcadores que comparten los pacientes para tener un resultado aun más 
fiable, ha heredado o no la misma mutación.  
- Para llevar a cabo dicho estudio genético es necesario tener antes, de 
forma programada e individual, una consulta de asesoramiento genético. 
 
IV. ¿QUÉ VAMOS A HACER A PARTIR DE AHORA? 
 
1. ESTUDIOS CLÍNICOS 
 
- Evaluaciones de ataxia, cognitivas y emocionales mediante diferentes 
escalas (SARA, CCFS, Tinetti, CDR…). 
 
- Estudios auditivos y vestibulares como por ejemplo audiometrías, 
timpanometría, potenciales de latencia media… 
 
- Estudios neurofisiológicos (electromiografía, neurografía motora y 
sensitiva, potenciales evocados visuales y PE somatosensoriales, 
estimulación magnética transcraneal…). 
 
- Estudios de neuroimagen (RNM encefálica, PET cerebral, fusión RNM-
PET…). 
 
2. ESTUDIOS GENÉTICOS 
 
- Conocer la epidemiología, origen y filogenia de SCA36. Vamos a estudiar la 
prevalencia de SCA36 entre pacientes con ataxia espinocerebelosa en otras 
regiones de España y otros países. 
 
- Estudiar la dinámica de la expansión en SCA36:  
• En primer lugar estudiaremos cómo se comporta la mutación en las 
células somáticas del paciente. Para ello vamos a necesitar nuevas 
muestras de sangre de las que se obtendrá ADN y ARN. 
• Se harán cultivos de fibroblastos que se realizarán a través de un 




• A partir de los linfocitos obtenidos de la sangre periférica se 
establecerán líneas linfoblastoides. 
• Para ver cómo se comporta la mutación durante la transmisión de 
padres a hijos, necesitaremos esperma de los varones (afectados y no 
afectados). Estos estudios se harán mediante técnicas como el 
Southern Blot y la SP-PCR. 
 
 
V. ¿CÓMO SE HAN FINANCIADO ESTOS ESTUDIOS? 
 
Ninguna investigación es posible sin financiación. El presente trabajo ha sido 
apoyado, a lo largo de estos años, por fondos procedentes de: 
 
- Xunta de Galicia (Consellerías de Sanidade y Economía e Industria). 
- Instituto de Investigación Carlos III, Ministerio de Economía y 
Competitividad. 
- Fondos FEDER. 
- Asociación Galega de Ataxias. 
 
¿QUÉ DEBE HACER PARA OBTENER MÁS INFORMACIÓN? 
 
 
Aquellas personas que presenten síntomas y tengan algún familiar afectado 
pueden contactar con el Servicio de Neurología del Complejo Hospitalario 
Universitario de Santiago, preguntando por la consulta especial de 
enfermedades degenerativas. Teléfono 981950332. 
 
Cualquier miembro de la familia, con o sin síntomas de la enfermedad, que 
desee recibir información detallada sobre su caso, informarse sobre el riesgo 
para sí mismo y para su descendencia, conocer el resultado de sus análisis 
genéticos o llevarlos a cabo si no se han hecho, deberá llamar a la Fundación 
Pública Galega de Medicina Xenómica, Hospital Clínico Universitario de 
Santiago, teléfonos 981951490/ 981951491/981955309.  
 
Para información general también pueden ponerse en contacto con la 
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‘Costa da Morte’ ataxia is spinocerebellar ataxia
36: clinical and genetic characterization
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Spinocerebellar ataxia 36 has been recently described in Japanese families as a new type of spinocerebellar ataxia with motor neuron
signs. It is caused by a GGCCTG repeat expansion in intron 1 of NOP56. Family interview and document research allowed us to
reconstruct two extensive, multigenerational kindreds stemming from the same village (Costa daMorte in Galicia, Spain), in the 17th
century. We found the presence of the spinocerebellar ataxia 36 mutation co-segregating with disease in these families in whomwe
had previously identiﬁed an 0.8Mb linkage region to chromosome 20p. Subsequent screening revealed the NOP56 expansion in
eight additional Galician ataxia kindreds. While normal alleles contain 5–14 hexanucleotide repeats, expanded alleles range from
650 to 2500 repeats, within a shared haplotype. Further expansion of repeat size was frequent, especially upon paternal trans-
mission, while instances of allele contraction were observed in maternal transmissions. We found a total of 63 individuals carrying
the mutation, 44 of whom were conﬁrmed to be clinically affected; over 400 people are at risk. We describe here the detailed clinical
picture, consisting of a late-onset, slowly progressive cerebellar syndrome with variable eye movement abnormalities and sensori-
neural hearing loss. Therewere signs of denervation in the tongue, as well asmild pyramidal signs, but otherwise no signs of classical
amyotrophic lateral sclerosis. Magnetic resonance imaging ﬁndings were consistent with the clinical course, showing atrophy of the
cerebellar vermis in initial stages, later evolving to a pattern of olivo-ponto-cerebellar atrophy. We estimated the origin of the
founder mutation in Galicia to have occurred 1275 years ago. Out of 160 Galician families with spinocerebellar ataxia, 10 (6.3%)
were found to have spinocerebellar ataxia 36, while 15 (9.4%) showed other of the routinely tested dominant spinocerebellar ataxia
types. Spinocerebellar ataxia 36 is thus, so far, the most frequent dominant spinocerebellar ataxia in this region, which may have
implications for American countries associated with traditional Spanish emigration.
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Introduction
The spinocerebellar ataxias (SCAs) are a heterogeneous group of
dominantly inherited neurodegenerative disorders, caused by
diverse mutation types and complex pathogenesis (Scho¨ls et al.,
2004; Sequeiros et al., 2011). Large expansions of a GGCCTG
hexanucleotide repeat in the ﬁrst intron of NOP56 were recently
reported as the cause of a SCA and motor neuron disease, SCA36,
in 17 patients from 9 (3.6%) SCA families, originating from the
Japanese district of Chugoku (Kobayashi et al., 2011).
NOP56 encodes a component of the ribonucleoprotein complex
and plays a role in transcription and splicing processes. The rec-
ognition of large, non-coding expansions in an increasing number
of neuromuscular disorders (Matsuura et al., 2000; Sato et al.,
2009; Dejesus-Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011) has
raised interest in the pathogenic routes mediated by repetitive
RNA elements (Krzyzosiak et al., 2011). Although the pathogenic
mechanism is not well understood, the presence of RNA foci has
been related to sequestration of RNA-binding proteins (Daughters
et al., 2009; Sato et al., 2009; Kobayashi et al., 2011).
Furthermore, non-expansion mutations affecting RNA biogenesis
and regulation have also been associated with disorders of neuro-
development and neurodegenerative diseases affecting cerebellar
and motor pathways (Edvardson et al., 2007; Sreedharan et al.,
2008; Vance et al., 2009).
The Japanese patients with SCA36 showed a characteristic
phenotype, with spinocerebellar symptoms starting in the fourth
or ﬁfth decade, associated with signs of upper as well as lower
motor neuron involvement, manifested by skeletal muscle and
tongue atrophy and fasciculations. Although they were apparently
independent families, all mutation carriers showed the same
haplotype, suggesting a common founder and leading the authors
to hypothesize that SCA36 might be geographically limited to that
western region of Japan (Kobayashi et al., 2011).
At the time of the Kobayashi et al. (2011) publication, we found
the same mutation in two very large kindreds from a small Atlantic
coastal region in Northwestern Spain. These patients had an
autosomal-dominant, adult-onset and slowly progressive spinocer-
ebellar disease, which had been named ‘Costa da Morte’ (‘Coast
of Death’ in Spanish) ataxia (Arias et al., 2008), after the name of
that coastal area of Galicia. We now report a thorough clinical and
genetic characterization of the two original families, as well as
eight additional SCA36 kindreds from this region. This new muta-
tion represents the most frequent cause of SCA so far in Galicia.
Patients and methods
Patient recruitment and clinical
characterization
Apparently unrelated families with an autosomal dominant SCA had
been followed, since the early 1990s, at the Clinical University Hospital
of Santiago de Compostela. Clinical similarities and close regional
origin of the families led us to start an investigation to further delin-
eate the clinical and genealogical characteristics. These initial families
turned out to be branches of an extensive pedigree (Fig. 1, Family 1).
Subsequently, another large kindred, from the same area, segregating
a similar disease, was identiﬁed (Fig. 1, Family 2). Reconstruction of
multigenerational genealogies was achieved through recall of elder
Figure 1 Schematic representation of the ﬁrst six generations of the two largest SCA36 kindreds, Family 1 (left) and Family 2 (right);
black diamonds = deﬁnitely affected by examination and genetic analysis; white diamonds = deﬁnitely unaffected by examination and
genetic analysis or children of conﬁrmed unaffected individuals; question mark = individuals at risk, status unknown; inner
square = obligate carrier, not evaluated. Below each symbol the minimum number of subjects is indicated (i.e. for whom direct information
was obtained by family history and/or examination).
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family members, as well as from extensive documentation from birth
and death certiﬁcates and property transmission certiﬁcates. The oldest
family members from whom documented references were available
lived in the 17th century.
The recruitment and study protocol was approved by the medical
research ethics committee from Galicia. Individuals who accepted to
participate in this study underwent a thorough neurological examina-
tion. The following workup was carried out: brain and spinal MRI,
complete blood count and metabolic screen, CSF analysis, EMG and
nerve conduction studies, audiometry, brainstem auditory evoked
potentials and somatosensory evoked potentials. Peripheral blood
was drawn and used for DNA puriﬁcation by standard methods. In
addition to Families 1 and 2, DNA samples from 158 index cases with
SCA, all from Galicia, were available for this study. From the total of
160 ataxia kindreds, 47 families segregated the disease in an auto-
somal dominant manner, 38 had a family history of ataxia but no clear
inheritance pattern, 34 were reported as sporadic cases, and no family
information was available for 41. All these patients had previously
been screened for Friedreich ataxia, SCA1, SCA2, Machado–Joseph
disease/SCA3, SCA6, SCA7, SCA12, SCA17, dentatorubropallidoluy-
sian atrophy and fragile-X-associated tremor ataxia syndrome
(M. Garcı´a-Murias et al., unpublished data).
Genotyping and linkage analysis
In a ﬁrst phase, DNA samples from 68 individuals belonging to
Families 1 and 2 were genotyped for a panel of 1000 microsatellite
markers with average spacing of 4 cM along the genome (DeCode
Genetics). Out of 31 repeat motives identiﬁed in the region of interest,
12 were found to be polymorphic and used for reﬁnement of linkage
analysis and haplotype reconstruction (Supplementary Tables 1 and 2).
Subsequently, we selected 241 single nucleotide polymorphisms (SNPs)
spanning the linkage region using information in dbSNP version 130
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) and HapMap (http://
hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). In this tier, 87 individuals were genotyped
together with those from Phase 1. Obligate carriers and healthy
spouses were included in the haplotype analysis to establish phase.
The iPLEX assay for MassARRAY platform (Sequenom Inc.) was
used for genotyping in multiplex format, and the analysis software
(TYPER Analyzer) was used to translate the observed mass into a
genotype for each reaction. Parametric two-point and multipoint link-
age analyses, and haplotype reconstruction, were performed using the
software FastLink v4.1 and GeneHunter v2.1r5, implemented by the
easyLINKAGE V5.05 platform (Lindner et al., 2005), under the
assumptions of autosomal dominant inheritance, complete penetrance,
a disease allele frequency of 0.00001 and equal allele frequencies for
marker loci.
Haplotype reconstruction and
estimation of mutation age
Merlin 1.1.2 was used for the inference of combined—microsatellite
and SNP—haplotypes (Abecasis et al., 2002). Where family data were
not informative, we used PHASE 2.1.1 (Stephens et al., 2001;
Stephens and Donnelly, 2003) specifying the known haplotypes. The
age of the most recent common ancestor of mutation carriers was
estimated using a likelihood-based method with the ESTIAGE program,
based on the length of the haplotype shared on each side of the
disease locus (Genin et al., 2004). For that purpose, 14 microsatellites
and one SNP spanning 4.98Mb around the mutation were analysed in
10 mutation carriers representing each family. An attempt to date the
mutation was also performed with DMLE+2.3 (http://dmle.org). The
software implements a Bayesian method based on the observed link-
age disequilibrium between a disease mutation and linked markers to
infer the age of the mutation (Reeve and Rannala, 2002; Rannala and
Reeve, 2003). Haplotypes in control individuals were estimated using
PHASE, and the relative position of the mutation was set within the
haplotype. Population growth rates of 0.05 and 0.07 were used for
the calculations, based on previous data for European populations and
on Galician historic census (http://www.ine.es/). Two alternative pro-
portions of carrier chromosomes were estimated, considering a disease
prevalence of 1:10 000 or 1:20 000.
Mutation screening and structure of the
NOP56 intronic repeat
Mutation screening was carried out in patients and controls. Primer
pairs were designed to polymerase chain reaction (PCR)-amplify and
sequence all coding exons in 21 known and predicted genes, as well as
nine small non-coding RNAs in the region, using an ABI3730 auto-
matic analyser. The STADEN software (Staden, 1996) was used to
analyse electrophoretic traces. To investigate potential deletions or
multiplications, we carried out a high-throughput genotyping of
affected and non-affected individuals, with the Affymetrix 6.0
genome-wide array, which included 277 SNPs between the limits of
recombination. Copy number ﬁles (CNCHP) were generated with the
Genotyping Console and visualized on the Affymetrix Chromosome
Analysis Suite. For a ﬁner level of resolution, a 60 000-oligonucleotide
array was custom-designed (qGenomics) covering 1.9Mb and
affected/non-affected sample pairs were hybridized. The Agilent
Genomic Workbench software (Agilent Technologies) was used to
analyse the data.
In addition, 31 sequence elements of 3–7 bp and at least four repeat
units were identiﬁed in the region and ampliﬁed with ﬂanking primers
to screen for potential expansions. Two primer pairs were used to
amplify the NOP56 intron 1 region, one of them ﬂanking the
GGCCTG repeat only, while the other pair included a 6-bp
CGGGCG insertion/deletion (rs28970277, NM_006392.2:c.3 + 22_3+
27delCGGGCG) 44 bp upstream from the hexanucleotide repeat.
Fluorescent triplet repeat primed polymerase chain reaction (TP-PCR)
(Warner et al., 1996) was carried out on 25 ml reactions, as follows:
60 ng of DNA, 200mM of each dNTP, 1.5mM MgCl2, 5 ml of 360 GC
Enhancer (Applied Biosystems), 1.25U AmpliTaq Gold 360 DNA
Polymerase and 1 buffer (Applied Biosystems), 0.8 mM reverse uni-
versal primer, 0.8 mM forward primer and 0.08 mM repeat-speciﬁc
primer (Kobayashi et al., 2011). The reaction mixture was denatured
at 95C for 10min and subjected to 40 cycles (95C  1min,
63.5C  1min, 72C  4min, adding 10 s each cycle). The mixture
was maintained at 72C, for 10min, for ﬁnal extension. Ampliﬁed
fragments were separated in an ABI3730 analyser and alleles were
determined with Fragment Analysis software. Both standard and
TP-PCR were carried out in 136 individuals from Families 1 and 2.
These analyses were then performed in another 158 index cases
with SCA from Galicia. Subsequently, 23 additional individuals from
Families 3–10 were also analysed, as well as 214 Spanish patients with
spastic paraplegia of unknown aetiology and 234 Galician healthy in-
dividuals aged 465 years. To establish the variability in the structure
of non-expanded SCA36 alleles, homozygous samples were sequenced
by standard Sanger sequencing. We also sequenced the PCR products
obtained through standard ampliﬁcation from expansion carriers, thus
characterizing the smaller, non-expanded allele in each patient. All
primer sequences are available in Supplementary Table 1.




Detection and approximate assessment of the number of expanded
GGCCTG repeats in affected individuals was carried out by Southern
blot. Genomic DNA (10mg) was digested with BsmI (New England
Biolabs) according to the manufacturer’s instructions. Digestion prod-
ucts were separated by electrophoresis on a 0.8% agarose gel, depuri-
nated with 0.25M HCl, denaturized with 0.4M NaOH and transferred
with 10 SSC (saline-sodium citrate) buffer onto a Hybond-N+ nylon
membrane (GE Healthcare). DNA was immobilized on the membrane
by UV cross-linking. A 715-bp probe for hybridization was synthesized
from genomic DNA, by PCR, using the Expand High Fidelity PCR
System (Roche Applied Science) and primers ﬂanking exons 2 and 3
of NOP56 (Supplementary Table 1). The probe was labelled with
[-32P]-dCTP with a speciﬁc activity of 3000Ci/mmol (Perkin
Elmer), using the Prime It II Random Primer Labelling Kit (Agilent
Technologies). Hybridization with the labelled probe was carried out
overnight, at 65C, and signal detection was performed by X-ray ﬁlm
exposure.
Statistical analysis
The size of the expanded repeat was compared between subsequent
generations for 27 mutated alleles, in Families 1 and 2, both globally
and according to the gender of the transmitting parent. Kaplan–Meier
analyses were used to estimate the inﬂuence of allele size on
disease-onset age. Onset age was compared between groups of
patients with allele size of 600–850, 850–1200 and 41200 repeats.
Log-rank test statistics were used to determine whether the Kaplan–
Meier curves differed between subgroups. Mean onset age per
generation was also analysed. Statistical signiﬁcance was deﬁned as
P5 0.05, and calculations were performed with the statistical software
package SPSS version 15.0 for Windows (SPSS Inc.).
Results
Linkage to chromosome 20 p and
mutation screening
Two large kindreds with an autosomal dominant form of SCA
originated from the most Northwestern part of Galicia (Spain),
an area with, for many years, difﬁcult access both by sea and
by road. Extensive family interviews and document studies allowed
us to reconstruct two large pedigrees with 673 individuals (Family
1) and 676 individuals (Family 2), spanning seven generations, and
represented in Fig. 1. After genome-wide linkage analysis, a max-
imum two-point LOD (log10 of odds) score of 9.8 was obtained
for marker D20S842. Subsequent microsatellite and SNP genotyp-
ing placed the critical interval between the telomeric marker
rs2422752 and the centromeric marker D20S181, spanning
2 cM and 0.8Mb. No point mutations co-segregating with
the disease were found in exonic regions of 30 genes and
microRNAs within the candidate region by direct sequencing of
affected and unaffected subjects. The variants identiﬁed are avail-
able as Supplementary Table 2. Single nucleotide changes without
an ‘rs’ number were submitted to dbSNP. Speciﬁcally, we did not
ﬁnd mutations in PDYN and TGM6, which lie within the linkage
region and have been reported as mutated in SCA23 and SCA35,
respectively. Dosage analysis by comparative genomic hybridiza-
tion array and Affymetrix 6.0 genome-wide SNP array disclosed
no aberrations.
Unstable NOP56 hexanucleotide
expansion in families with ataxia
Mendelian inconsistencies in allele transmission within nuclear
families were observed upon fragment length analysis of a
GGCCTG repeat in intron 1 of NOP56, while no patterns suggest-
ive of repeat expansion were detected in additional repetitive
elements in the region. A TP-PCR pattern suggesting the presence
of an expansion was present in all affected members of Families
1 and 2; a similar pattern was then observed in eight additional
index cases from a cohort of patients with SCA from our region
(Fig. 2A). Ten out of 160 (6.3%) index cases from our cohort of
families with SCA showed a SCA36 expansion. In all, 63 individ-
uals from these 10 families tested positive by TP-PCR. Southern
blot analysis was possible in 34 samples and conﬁrmed the pres-
ence of very large abnormal alleles in all cases. While the normal
restriction fragment is of 2.9 kb with our protocol, expanded
alleles ranged from 6.8 to 18 kb, corresponding to 650–2500
additional hexanucleotide repeat units (Fig. 2B).
(GGCCTG)n size distribution in ataxia,
spastic paraplegia and healthy
individuals
No instances of the NOP56 mutation were detected among 234
healthy Galician controls. Likewise, no SCA36 expansions were
present in 214 Spanish patients with spastic paraplegia, a group
of genetically heterogeneous degenerative motor neuron
disorders. To characterize normal variation of the NOP56 intron
1 repeat, allele size distribution was analysed in the three samples
studied (Fig. 3). The number of hexanucleotide repeats in normal
alleles varied from 3 to 14, with the nine-repeat allele being the
most frequent. The repeat size distribution and allele frequencies
were similar in normal alleles of SCA, patients with spastic para-
plegia and in healthy controls.
Clinical characteristics of SCA36 in
Costa da Morte families
A total of 144 subjects belonging to Families 1 and 2 were clin-
ically examined. Once the SCA36 mutation was identiﬁed, eight
additional patients with SCA carrying the same mutation were
detected in our cohort of undiagnosed ataxia index cases, and
23 other members of these families were recruited for further
clinical and genetic characterization in the context of the present
research. The main clinical features of 44 affected people (20
males, 24 females, mean age at examination: 63.8 years) are
summarized in Table 1. In brief, the typical picture is one of gait
imbalance, starting from the late 40 s to the mid-50 s. A few pa-
tients reported initial symptoms as episodes of vertigo, dizziness or
blurred vision. Almost all noticed progressive hearing loss at onset,
some even before the balance problems. Difﬁculties with speech
1426 | Brain 2012: 135; 1423–1435 M. Garcı´a-Murias et al.
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were noticed generally a few years after disease onset, although
some patients reported simultaneous onset of both ataxia and
dysarthria. Midline-gait ataxia was the most prominent and invari-
able feature, with limb ataxia generally of lesser degree and more
pronounced in lower than upper limbs. Abnormal eye movements
were common, mostly consisting of slow saccades, slow pursuit
and ﬁxation instability. Some patients also had vertical or horizon-
tal gaze limitation, with certain quality of ocular motor apraxia and
a mild eyelid ptosis in a few cases. The dysarthria had mostly
cerebellar, but also a somewhat pseudobulbar quality. Horizontal
and vertical nystagmus was only occasionally seen. Almost all pa-
tients showed involuntary worm-like tongue movements suggest-
ive of fasciculations or myokymia, and some had mild tongue
atrophy. Although with disease progression some patients had
mild dysphagia, especially for liquids, swallowing was not affected
in a degree comparable with other diseases affecting motor
neurons such as amyotrophic lateral sclerosis. Furthermore, no
fasciculations or signiﬁcant muscle atrophy, indicative of otherwise
typical lower motor neuron disease, was detected in other
facial muscles or in other body segments. Mild pyramidal signs
were common, generally limited to brisk tendon reﬂexes and
occasional Babinski sign, although an increased muscle tone in
the lower limbs was also present in some patients (Table 1).
Most patients were cognitively intact, and in only two cases
could we observe mild cognitive decline of frontal-subcortical
characteristics.
Brain MRI, available for nine patients of different ages, showed
superior cerebellar vermis atrophy in the younger cases, diffuse
cerebellar atrophy in patients some years into the disease course
and a pattern of olivo-ponto-cerebellar atrophy without abnormal
T2-weighted image MRI signal in the pons or medulla in older
patients (Fig. 4). Cortical brain atrophy was present only in
Figure 2 Mutation analysis in patients with SCA36. (A) PCR ampliﬁcation of the (GGCCTG)n in a nuclear family showing the lack of
transmission of a normal size allele from the affected parent to the affected child, as well as a repeat expansion pattern in both by TP-PCR.
AC = affected child; AP = affected parent; UC = unaffected child; UP = unaffected parent. Genotypes are indicated on the right end of
each panel. (B) Southern blot analysis of four unaffected (left) and four affected subjects (right).
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some patients of more advanced age. No white matter or other
lesions were generally observed, with the exception of one patient
who also had high blood pressure. Cell count, proteins and glu-
cose in the CSF were normal in four patients in whom it was
examined. Audiometry studies, carried out in six patients,
showed moderate to severe bilateral sensorineural hearing loss,
with over 40 dB drop beyond 2500Hz. Brainstem evoked poten-
tials in the same cases disclosed absent or severe decrease of
waves I and II. Somatosensory evoked potentials performed in
ﬁve patients (three males, two females, ages 60–80 years) invari-
ably showed prolonged latency and low amplitudes upon stimulus
of the lower limbs, while normal in the upper limbs.
Electroneuromyography, performed in nine cases at ages 57–90
years, showed normal sensory and motor nerve parameters.
Invariably, signs of denervation (ﬁbrillations, positive waves)
were limited to the tongue, without evidence of spontaneous
muscle activity in other territories, thus suggesting affectation lim-




The size of the mutant allele differs often within nuclear families.
Analysis of the available Southern blot results for the two largest
kindreds showed that the expansion tends to increase upon trans-
mission in successive generations. Mean allele size increased from
7.4 to 9.2 kb when comparing three successive generations. While
the average allele size was of 7.9 kb in patients who received it
from their mother, it was 9.4 kb when received from an affected
father (Table 2). In three mother–child pairs where the mutant
allele could be measured, there was an increase of 0.4 kb in one
case, while a contraction of 5–8 kb was observed in the other two.
On the other hand, the increase of allele size in seven available
father–child transmissions was 1.6 kb on average, with one case of
invariable allele size, but no case of allele contraction among these
transmissions. In Family 1, the largest pedigree we studied, mean
age of onset was 56.3 years in generation IV and 52.4 years in
generation V. While observation of single instances suggested an
Figure 3 (A) Allelic distribution of NOP56 intron 1 GGCCTG hexanucleotide repeat in patients with SCA, patients with spastic paraplegia
(SPG) and control individuals. Sequence structures identiﬁed for normal size alleles are represented inside the boxes, the total number of
alleles sequenced with each structure indicated in brackets. Insertions (INS) and deletions (DEL) before the repeat sequence indicate alleles
with the upstream CGGGCG indel polymorphism insertion or deletion, respectively. (B) Schematic representation of NOP56 exons 1 and
2, and intron 1, indicating the relative positions of the GGCCTG repeat expansion mutation and the CGGGCG indel polymorphism
(rs28970277).




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































‘Costa da Morte’ ataxia is SCA36 Brain 2012: 135; 1423–1435 | 1429
Anexos 
304 
earlier onset in carriers of larger alleles, this association was not
statistically signiﬁcant by Kaplan–Meier analysis (data not shown).
Carriers of larger alleles also had a tendency to show more severe
symptoms, especially in gait ataxia, and a mild impairment of
executive function.
Estimation of mutation age of
the founder repeat
All 63 subjects from the 10 kindreds with the NOP56 hexanucleo-
tide expansion carried the same core haplotype, suggesting that a
founder chromosome was responsible for the Galician cases.
Table 3 shows the overlap between 10 distinct extended haplo-
types identiﬁed in the study families. The age of the most recent
common ancestor was estimated by ESTIAGE in 25 generations
(95% conﬁdence interval, 16–41). Given that from the deduced
haplotypes some families seemed to be more closely related, we
sequentially removed each of the haplotypes from the analysis,
with estimates varying from 24 to 29 generations. Considering
an intergenerational time interval of 25 years, this ancestor
would have lived 625 years ago (95% conﬁdence interval,
400–1025). Estimates of the mutation age using the DMLE+2.3
software using different demographic and disease prevalence par-
ameters are shown in Fig. 5. The estimated mutation age ranged
from 37 to 74 generations, the lower and upper limits for these
estimates being 23 and 122 generations, respectively. Given a
disease prevalence of 1:10 000 and a population growth rate of
r = 0.07, the origin was calculated to have occurred 51 gener-
ations ago (95% credible set ranging from 31 to 89 generations).
According to this, the founder effect would have been more likely
1275 (775–2225) years ago.
Discussion
We report here the presence of the NOP56 intronic GGCCTG
hexanucleotide expansion in two large families from Costa da
Morte (Arias et al., 2008) presenting with an SCA phenotype
that we had previously linked to chromosome 20 p, and eight
Figure 4 Brain T1-weighted MRI images from three patients with SCA36 of different ages. Saggital and axial images are shown from
patients aged 52 (A and B), 65 (C and D) and 85 (E and F) years. The disease affects manly the superior vermis in younger patients, later
also affecting other cerebellar areas and the brainstem.
Table 2 Comparison of expanded allele size by generation
and gender of the transmitting parent in 27 expanded









IV 7.4  0.4 (2) 7.8 (1) 7 (1)
V 8.8  1.1 (16) 9.3  1.3 (10) 7.8  0.6 (6)
VI 9.2  0.8 (9) 9.5  0.6 (6) 8.4  1.0 (3)
Global 8.8  1.1 (27) 9.4  1.1 (17) 7.9  0.8 (10)
Number of alleles in each category are indicated in brackets. Allele sizes are
expressed in kilobase as mean  SD.
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Table 3 Representative haplotypes in patients from the ten SCA36 families of the present study







F.9 F.10 F.6 F.3 F.1 F.2 F.5 F.8 F.7 F.4
D20S117 5 5 5 10 9 9 5 8 5 5 655092 0.0493 0.1522
D20S199 3 3 3 3 3 2 2 3 12 12 1093988 0.0384 0.1379
D20S906 5 5 5 5 5 4 4 4 5 5 1505567 0.0282 0.0833
REP-14 9 9 9 9 9 9 9 9 1 1 1933358 0.0175 0.1964
D20S113 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2035488 0.0149 0.6296
rs2422752 T T T T T T [T] [T] C C 2360990 0.0068 0.2353
REP-19 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2526316 0.0027 0.0345
M 2633379
D20S842 12 12 [12] 12 12 12 12 12 12 12 2686204 0.0013 0.0200
D20S181 2 2 1 2 4 2 2 2 2 2 3172512 0.0135 0.1667
D20S473 4 5 5 4 4 4 4 4 4 4 3465436 0.0208 0.4167
D20S482 5 6 6 3 5 5 6 3 3 3 4506248 0.0467 0.0667
D20S97 2 2 2 5 2 4 8 6 5 5 4524153 0.0471 0.0167
D20S895 2 5 5 6 5 4 [5] 8 6 7 5086623 0.0610 0.0517
D20S849 5 6 6 7 5 1 5 5 7 1 5194034 0.0637 0.1071
D20S882 4 4 4 8 4 4 4 3 4 4 5635098 0.0744 –
Framed haplotype indicates the common haplotype shared by all patients. Shaded haplotypes correspond to haplotypes shared by subsets of patients and part of a
presumed ancestral haplotype. Allelic phase inferred by PHASE is shown in italics. In brackets are those alleles not genotyped, but inferred by PHASE. M = mutation. Physical
position in base pairs according to GRCh37/hg19. Recombination fraction between each marker and the mutation was computed using Kosambi mapping function,
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Figure 5 Result from the DMLE analysis showing posterior probability density of the mutation age for different population growth rates
(r = 0.05, r = 0.07) and different proportions of mutation bearing chromosomes sampled (f = 0.037, f = 0.074). The dashed lines cor-
respond to the 95% credible set of values.




additional kindreds also from the Spanish region of Galicia. In a
retrospective analysis of our total cohort of 160 SCA index cases,
we observed that 10 (6.3%) had SCA36, 7 (4.4%) had an SCA2
mutation, 3 (1.9%) had SCA1, 3 (1.9%) SCA3 and 2 (1.3%) had
SCA7. While SCA3 is accounted for as the most frequent SCA
type worldwide (Silveira et al., 1996; Tang et al., 2000;
Sequeiros et al., 2011), the frequency of SCA36 in Galicia exceeds
that of any of the other SCA types. Further, 4 80% of the
Galician patients with SCA remain without a genetic diagnosis.
Previous studies in Spanish patients showed a similar frequency
of SCA2 and SCA3, each representing between 15% and 30%
of all autosomal dominant ataxia (Pujana et al., 1999; Infante
et al., 2005). If only families with deﬁnite dominant inheritance
were considered, SCA36 would represent 21.3% of our series.
One of the SCA36 index cases was a 69-year-old patient,
whose parents had died at the age of 80 and 63 years, respect-
ively, without having shown signs of the disease. Also, no add-
itional affected individuals were recognized even after thorough
family interview, suggesting that SCA36 should be considered also
in the diagnosis of apparently sporadic ataxia cases. Two genes,
PDYN and TGM6, within this same chromosomal region have
been associated with SCA23 and SCA35, respectively (Bakalkin
et al., 2010; Wang et al., 2010). We screened the coding
region of these genes and did not detect mutations.
Our results conﬁrm, in the Spanish population, the
co-segregation of the GGCCTG hexanucleotide expansion in
NOP56 with SCA, as well as the absence of expansions in
normal individuals. Lack of co-segregation of the mutation with
the disease and the presence in normal individuals in other SCAs,
such as SCA31 (Ishikawa et al., 2011), challenge the interpretation
of the pathogenic role of some expansions and strengthen the
importance of our ﬁndings. We detected a total of 63 individuals
with an SCA36 mutation, while over 400 people belong to any of
the at risk family branches. These data have crucial implications for
the establishment of diagnostic and follow-up protocols for the
late-onset ataxias in the region of Galicia. The availability of a
robust TP-PCR protocol, together with the presence of a charac-
teristic associated haplotype, will facilitate the molecular diagnosis
in this population. The question now remains whether SCA36 will
turn out to be a frequent cause of ataxia in other regions of Spain
and/or in Portugal, as well as in other Caucasian populations,
especially those associated with traditional Spanish emigration.
From a clinical standpoint, the Spanish patients with SCA36
present with a late-onset spinocerebellar syndrome, with truncal
ataxia as the foremost manifestation. Disease progression was
slow, most of the patients remaining ambulant for 15–20 years
after onset and longer. Appendicular ataxia, manifesting as dys-
metria, uncoordinated alternating movements and overshoot, was
less prominent than gait ataxia. A diverse combination and sever-
ity of eye movement abnormalities were also present in the pa-
tients. While no hearing impairment was reported in the Japanese
SCA36 families (Kobayashi et al., 2011), a characteristic pattern of
sensorineural deafness was detected in all Spanish patients exam-
ined, with audiometry showing a moderate to severe loss of
540 dB over 2500Hz. Although hearing loss may be present in
several ataxia types (Ikeda et al., 2011), the consistency of this
feature in our patients suggests it may be a distinctive clinical
aspect of the disease, at least in Spain, and should point to the
possibility of SCA36 when present in ataxia cases. Similar to the
cases reported by Kobayashi and collaborators (2011), numerous
Galician patients with SCA36 had tongue fasciculations. Although
these signs of denervation were more prominent as the disease
progressed, functional consequences of lower motor disease on
swallowing and speech were not signiﬁcant. Our patients had
relatively well preserved swallowing throughout the disease
course, i.e. dysphagia was mild and not different from what is
generally seen in other SCAs. Kobayahi et al. (2011) also noted
the lack of signiﬁcant dysphagia in their patients, in spite of the
tongue fasciculations and atrophy. Also, further clinical or neuro-
physiological signs of lower motor neuron involvement were not
evident in our cases. Mild upper motor neuron signs were gener-
ally present. Action myoclonus and myokymia in the facial muscles
can be observed in some forms of olivopontocerebellar atrophy
and in these cases enhanced long-latency facial reﬂexes can some-
times be demonstrated (Valls-Sole´ et al., 1994). We did not notice
myokymia, twitching or other abnormal movements in perioral or
other craniofacial muscles in the SCA36 cases, and only one
patient had myoclonic jerks of the neck and trunk muscles
(Table 1). Electrophysiological study of brainstem function will
be useful to further detail the characterization of the SCA36
phenotype in the future. No signiﬁcant sensory alteration was de-
tectable upon clinical examination of most of the patients. Only
very mild hypopallesthesia was present in one of the oldest indi-
viduals examined and was considered unspeciﬁc. Sensory nerve
conduction studies of the sural nerve were normal, whereas
lower limb somatosensory evoked potentials were abnormal in
all individuals in whom they were examined, demonstrating affect-
ation of the central sensory tracts. This may suggest that SCA36
could be another central distal axonopathy involving the sensory
system (Thomas et al., 1984). Further somatosensory evoked
potentials of additional patients, as well as electrophysiological
evaluation of the pyramidal tracts will be needed to demonstrate
this hypothesis. Cognition was normal in most patients, only two
showing a mild impairment, with a frontal-subcortical pattern, and
a mild degree of emotional lability.
A common characteristic in many neurodegenerative
disorders associated with genomic expansions is clinical anticipa-
tion. Kobayashi et al. (2011) found no evidence of anticipation in
17 patients from nine families with a mean onset age of 52.8
years. We observed a tendency of the expanded SCA36 alleles
to increase in size upon transmission (Table 2), more frequently
in paternal transmission, as occurs in SCA10 (Matsuura et al.,
2004), as well as in (CAG)n expansions, where a slight maternal
contraction bias as opposed to a paternal expansion bias of the
mutant has been reported (Aziz et al., 2011). There were several
instances of an earlier onset and worse symptoms when compared
with their affected parent, and the mean onset age was slightly
lower in the ﬁfth generation (52.4 years) than in the fourth gen-
eration (56.3 years) in Family 1, suggesting a tendency towards
clinical anticipation. A signiﬁcant correlation between allele size
and onset age was not derived, however, from our data. These
data should be taken cautiously, since both allele size and accur-
ate age of disease onset are difﬁcult to establish, as is usually the
case with most late-onset neurodegenerative diseases where
1432 | Brain 2012: 135; 1423–1435 M. Garcı´a-Murias et al.
Anexos 
307 
ascertainment biases are also likely. Therefore, more extensive and
detailed studies are needed to fully address this question.
Patients with SCA36 show signs of both upper and lower motor
neuron dysfunction. Furthermore, SCA and spastic paraplegia are
two groups of neurodegenerative disorders with a signiﬁcant
degree of clinical and genetic overlap. Thus, we looked for expan-
sions in 214 patients with pure or complicated forms of spastic
paraplegia. No GGCCTG repeat expansions were seen in this
group or in 234 healthy Galician controls. This is consistent with
the report by Kobayashi et al. (2011) that no SCA36 mutations
are found in patients with amyotrophic lateral sclerosis or demen-
tia. Together, these results suggest that the pathogenic effects of
the large expansions in NOP56 may be more speciﬁc on cerebellar
function. Interestingly, a hexanucleotide repeat expansion in the
ﬁrst intron of C9ORF72 was recently reported as the most
common genetic cause of frontotemporal dementia and amyo-
trophic lateral sclerosis, another neurological disorder with degen-
eration of motor neurons (DeJesus-Hernandez et al., 2011;
Renton et al., 2011).
The size of expanded alleles in the Spanish families ranged from
650 to 2500 repeats, a wider range than reported by Kobayashi
et al. (2011) for the Japanese SCA36 expansions (1700–2300
repeats). On the other hand, the normal GGCCTG repeat size
ranged from three to eight in 300 Japanese controls, while the
normal size range in our population was also slightly broader
(3–14), the nine-repeat allele being the most abundant.
However, because it is not clear whether the primers used by
Kobayashi et al. (2011) for ampliﬁcation of the repeat also include
the nearby indel, ranges of allele size may not be comparable. We
then characterized the structure of non-expanded alleles by
sequencing, and showed that non-expanded alleles in our popu-
lations consist of diverse combinations of an imperfect repeat
(RGCCTG)-(GGCCTG)n-(CGCCTG)n, with or without a CGGGCG
deletion 44bp upstream of it (Fig. 3).
The SCA36 mutation lies within a common haplotype in all our
patients, suggesting a founder origin, which is further supported
by the fact that the largest kindreds (Families 1 and 2) originated
from an isolated coastal area. We have traced back the origin of
the Galician SCA36 expansion to 51 generations (1275 years
ago), although these estimates partly depend on parameters that
are difﬁcult to determine, such as population growth rate and
proportion of disease-bearing chromosomes ascertained in the
study (Fig. 5). The results obtained with ESTIAGE and DMLE are
consistent between them and with the fact that the age of the
most recent common ancestor has to be equal to or less than the
time in history at which the mutation arose (Rannala and
Bertorelle, 2001). The nine SCA36 families reported in Eastern
Japan also shared a common haplotype, which is not directly
comparable with Galician haplotypes with the marker information
available (Kobayashi et al., 2011). The haplotype shared by the
Japanese patients is larger (1.8Mb) than the Galician SCA36
haplotype (0.8Mb), suggesting the former might have a more
recent origin. It will be interesting to investigate whether the
mutation found in Japanese patients and that in Spain have
a common origin, such as is the case for the SCA3/Machado–
Joseph disease CAG expansion, where a common original
chromosome has been found in most families worldwide
(Gaspar et al., 2001). Founder mutations have also been described
for other SCAs and populations (Verbeek et al., 2004; Sequeiros
et al., 2011). The Asian origin for an ancestral Machado–Joseph
disease/SCA3 mutation has been shown (Martins et al., 2007);
Portuguese dentatorubropallidoluysian atrophy families also share
a common ancestral haplotype with Japanese patients (Martins
et al., 2003). A similar relationship with Japan could apply to
Galicia. Nevertheless, independent mutational events for the
Galician and Japanese SCA36 expansions are also possible. It
should also be emphasized that our region has traditionally been
associated with emigration towards Latin America, especially
during the 19th and 20th centuries. In fact, many family members
of the kindreds in this study had reportedly emigrated to
Argentina, Uruguay, Chile and Mexico. Thus, a proportion of
SCA36 among ataxia cases in Central and South America is
expected.
Many different mutation types have been identiﬁed in SCAs
(www.scabase.eu). In addition to coding CAG repeats, non-coding
triplet-repeat expansions, as well as larger intronic expansions and
point mutations have been linked to the dominant ataxias (Scho¨ls
et al., 2004; Sequeiros et al., 2010, 2011). Large repeat expan-
sions are thought to cause disease through haploinsufﬁciency of
the repeat-harbouring gene, or through the generation of RNA
species toxic for the cellular machinery. The NOP56 gene encodes
a 56-kDa protein, which interacts with NOP1 and NOP58 to form
the 60S ribosomal subunit. Alternatively spliced NOP56 isoforms
have not been fully characterized. The GGCCTG repeat expan-
sions in SCA36 lead to the formation of intranuclear RNA foci in
patient’s cells, possibly disrupting the normal function of factors
involved in transcription and splicing (Kobayashi et al., 2011). The
presence of RNA foci has also been reported in other SCAs
(Daughters et al., 2009; Sato et al., 2009), in the myotonic dys-
trophies, Huntington disease-like 2 (Rudnicki et al., 2007) and
more recently a toxic effect on RNA metabolism has also been
proposed for dementia–amyotrophic lateral sclerosis (Renton
et al., 2011), further supporting a wider role of RNA-mediated
mechanisms in neurodegenerative disorders, including those af-
fecting cerebellar, motor neuron and cognitive functions.
The RNA-mediated mechanism of SCA36 may not be limited to
a toxic gain of function. The NOP56 expanded repeat lies next to
the microRNA gene MIR1292, which is downregulated in patient
cells, thus suggesting that a defective regulatory function of
mir1292 might be critical for SCA36 pathogenesis (Kobayashi
et al., 2011). A combination of toxic gain of function and loss
of function mechanisms are being hypothesized for several
neurodegenerative ataxias (Zoghbi and Orr, 2009; Seixas et al.,
2011). It is interesting that TMC2 is a gene located near NOP56.
TMC1 causes dominant and recessive forms of hearing loss
(Kurima et al., 2002). It could be hypothesized that the sensori-
neural hearing loss, almost constant in Galician patients with
SCA36, may be due to dysfunction of TMC2.
In summary, our data add up to the increasing number of neu-
rodegenerative syndromes associated with very large, non-coding
repeat expansions and possible RNA-mediated pathogenesis. We
show that SCA36 is not restricted to the eastern coast of Japan,
but is also present in a European population. Furthermore,
it appears to be the most frequent type of SCA in the Galician
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region of Northwest Spain. This description of 44 patients in
10 families contributes to the SCA36 clinical picture, consisting
of a late-onset and slowly progressive, predominantly midline
ataxia, with diverse eye movement abnormalities, sensorineural
hearing loss and mild motor neuron signs, mainly in medullar
territories. We dated the founder mutation responsible for this
geographic cluster to 1275 years ago, indicating that the disease
might have worldwide spread during the last centuries.
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